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Eine ständig steigende Nachfrage nach einer auf pﬂanzlichen Stoﬀen basierenden Hormon-
ersatztherapie für menopausale Beschwerden, macht eine verstärkte Untersuchung soge-
nannter Phytoöstrogene erforderlich. Bei den hier untersuchten Substanzen handelt es sich
um die chemisch synthetisierten Flavanone 6-(1,1-Dimethylallyl)Naringenin (6DMAN)
und 8-Prenylnaringenin (8PN), die ursprünglich in Pﬂanzen identiﬁziert wurden. 7-Oxy-
prenylnaringenin-4'-Azetat (7OPN) ist ein weiteres Mitglied dieser Stoﬀgruppe, zu dem
jedoch bisher noch praktisch keine Daten vorlagen. Ebenfalls in die Untersuchungen ein-
bezogen wurde ein isopropanolischer Extrakt aus dem Rhizom von Cimicifuga racemosa
(L.) Nutt. (iCR), der schon seit langer Zeit erfolgreich zur Bekämpfung menopausaler Be-
schwerden eingesetzt wird, dessen Wirkmechanismus jedoch unbekannt ist und zu dem
bisher noch wenige molekulare Daten bezüglich der Wirkung auf einzelne Zielorgane, ins-
besondere nach einer Behandlung über einen längeren Zeitraum vorliegen.
Die durchgeführten Untersuchungen betrafen zum Einen den Uterus als eines der Haupt-
zielorgane weiblicher Sexualhormone und zum Anderen die Vena cava, repräsentativ für
das Gefäßsystem. Als Modellorganismus wurden Ratten gewählt. Dabei wurde die Gen-
expression Östrogen (E2)-regulierter Gene auf mRNA-Ebene mittels Real-Time-PCR be-
stimmt. Die Wirkung von 7OPN wurde in einem in vitro-System (MVLN-Zellen) und im
Uterus getestet. Zusätzlich wurden humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen als in vitro-
Modell für das Gefäßsystem eingesetzt. Mit ihnen wurde die Wirkung der Testsubstanzen
auf Angiogenese und Diﬀerenzierung getestet.
Die durch die E2 hervorgerufenen Eﬀekte entsprachen weitestgehend den Erwartungen.
Es konnte sowohl eine Zunahme des Uterusgewichts der Ratten als auch eine Regulation
der Expression von Proliferationsmarkern und E2-abhängig regulierten Genen im Uterus
auf mRNA-Ebene festgestellt werden. Auch im Gefäßsystem konnte sowohl eine Regulation
E2-abhängig exprimierter Gene beobachtet werden, als auch ein proliferationsfördernde
und diﬀerentiationsfördernde Wirkung auf venöse Endothelzellen in vitro.
Die untersuchten Flavanone zeigten einen von den vorhandenen funktionalen Gruppen
abhängigen Eﬀekt auf die E2-regulierten Prozesse und Gene. Während es sich bei 8PN
um eine rein östrogen wirkende Substanz zu handeln scheint, wirkt 6DMAN oﬀenbar als
selektiver Östrogenrezeptor-Modulator (SERM) und zeigt für einen Einsatz in der HRT
sehr interessante Eigenschaften, da weder ein uterotrophe Wirkung in vivo, noch eine
angiogene Wirkung in vitro beobachtet werden konnte, während gleichzeitig eine östrogene,
potentiell kardioprotektive Wirkung auf die Genexpression im Gefäßsystem gezeigt werden
konnte.
Auch 7OPN zeigt ein diﬀerenziertes Wirkmuster. Ein in vitro-Reportergentest in einer
stabil transﬁzierten Brustkrebszellinie deutete auf eine in Abhängigkeit von der Konzen-
tration E2-antagonistische oder agonistische Wirkung hin. Die Genexpressionsstudien im
Uterus der Versuchstiere nach dreitägiger Behandlung zeigten, daß die Wirkung von 7OPN
jedoch auch abhängig vom untersuchten Gen ist. Da auch dieses Flavanon keine uterotro-
phe Wirkung zu besitzen scheint, ist 7OPN ebenfalls eine interessante Zielsubstanz weiterer
Untersuchungen im Hinblick auf die Anwendung in der HRT.
iii
Für den in einem Arzneimittel enthaltenen Extrakt iCR konnte in einem 17-tägigen Tier-
versuch keine östrogene Wirkung auf Uterus und Gefäßsystem gezeigt werden. Während
eine Anwendung dieses Extrakts zur Behandlung menopausaler Beschwerden im Lichte
dieser Ergebnisse und langjähriger praktischer Erfahrungen zwar sicher erscheint, bleibt
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HERS Heart Estrogen-Progestin Replacement Study
hPRA humane Progesteronrezeptor-Isoform A
hPRB humane Progesteronrezeptor-Isoform B
HUVEC humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (human
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LDL low density lipoprotein
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1 Einleitung
Kardiovaskuläre Erkrankungen stellen die Haupttodesursache bei Männern und Frauen
in Europa und Nordamerika dar (1). Allerdings haben prämenopausale Frauen ein weit
geringeres Risiko, am kardiovaskulären Syndrom zu erkranken, als gleichalte Männer. Mit
der Menopause steigt ihr Risiko jedoch stark an, sodaß im höheren Lebensalter kein Un-
terschied bei der Inzidenz kardiovaskulärer Erkrankungen zwischen Frauen und Männern
feststellbar ist (2).
Die sogenannte Hormonersatztherapie, bei der bevorzugt eine Kombination von Östro-
genen und Gestagenen verabreicht wird, galt lange Zeit auch als ein eﬀektives Mittel, das
erhöhte Risiko für kardiovaskuläre Erkrankungen nach der Menopause ungefähr halbie-
ren oder gar vollständig auf das Niveau vor der Menopause senken zu können (1, 38).
Großangelegte klinische Studien neueren Datums konnten diese Vermutung jedoch nicht
bestätigen (9, 10). Es liegen sogar Indizien vor, daß bei gesunden Frauen diese Form der
HRT zu einer erhöhten Rate von Brustkrebs, koronarer Herzkrankheit, Schlaganfällen und
Lungenembolien führt (11).
Alternative Behandlungsmethoden, beispielsweise mit Hilfe von Phytoöstrogenen ge-
raten dadurch bei den betroﬀenen Frauen verstärkt ins Blickfeld. Verschiedene Extrakte
des Rhizoms von Cimicifuga (oder Actaea) racemosa (L.) Nutt., der nordamerikanischen
Traubensilberkerze, werden schon seit vielen Jahren als Alternative zur klassischen HRT
eingesetzt. Erstaunlicher Weise sind das Wirkprinzip sowie die wirksamen Bestandteile
bis heute weitgehend unbekannt. Auch zur Wirkung auf das Gefäßsystem gibt es bislang
kaum Daten.
Hopfenbäder wurden schon vor langer Zeit zur Behandlung von gynäkologischen Be-
schwerden eingesetzt und während der manuellen Hopfenernte soll es zu Störungen des
Menstruationszyklus bei den Hopfenpﬂückerinnen gekommen sein. 1999 konnte der östro-
gen wirksame Bestandteil des Hopfens als 8-Prenylnaringenin identiﬁziert werden (12, 13).
Es zeigte sich, daß es sich dabei um das stärkste bisher bekannte Phytoöstrogen handelt.
Inzwischen wurden noch weitere Naringenine identiﬁziert, die eine Wirkung auf das östro-
gene System besitzen. Diese können inzwischen auch chemisch synthetisiert werden, was
auch die Herstellung weiterer nicht biogener Naringenine und umfangreiche Untersuchun-
gen dieser Substanzen erlaubt (14, 15).
Einen weiteren Schwerpunkt bei der Entwicklung neuer Formen der Hormonersatzthe-
rapie stellen die sogenannten Selektiven Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) dar. Ih-
re Wirkung ist in Abhängigkeit vom Zielorgan entweder östrogen oder auch antiöstro-
gen. Dadurch können unerwünschte Nebenwirkungen, beispielsweise die Stimulierung des
Wachstums des Endometriums oder auch ein erhöhtes Brustkrebsrisiko verhindert wer-
den. Bislang wenig untersucht ist die Frage, ob auch die oben erwähnten Phytoöstrogene
SERM-Eigenschaften besitzen.




Das Ziel der Arbeit war die Überprüfung der Flavonoide 6-(1,1-Dimethylallyl)naringenin
(6DMAN), 8-Prenylnaringenin (8PN) und 7-Oxyprenylnaringenin-4'-Azetat (7OPN) so-
wie eines isopropanolischen Extraktes aus dem Rhizom von Cimicifuga racemosa (iCR)
auf mögliche östrogene Eﬀekte im Vergleich zu dem natürlichen Liganden 17β-Östradiol
(E2), insbesondere auf die Expression östrogenabhängig regulierter Gene im Gefäßsystem
von Ratten. Durch den Vergleich mit der Wirkung oben genannter Verbindungen auf die
Expression östrogenregulierter Gene im Uterus sowie auf die Uterotrophie sollte weiter-
hin festgestellt werden, ob die Substanzen als Selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren
(SERM) wirken.
Diesem Zweck diente auch die Etablierung eines Zellkultursystems, mit dessen Hilfe
die Wirkung östrogener Substanzen auf das Gefäßsystem in vitro untersucht werden soll-
te. Dabei sollten als weitere Endpunkte neben der Genexpression auch Proliferation und
Diﬀerenzierung der Zellen untersucht werden.
Darauf aufbauend war die Wirksamkeit und Sicherheit bei einem möglichen Einsatz der
Testsubstanzen als Therapeutika bei perimenopausalen Beschwerden zu diskutieren.
1.2 Das Hormonsystem
Zusammen mit den Nerven- und Immunsystem stellt das endokrine System den Hauptme-
chanismus zur Regulation und Kontrolle wichtiger Körperfunktionen dar. Die Informati-
onsträger dieses Systems sind Hormone, welche in sehr geringen Mengen von spezialisier-
ten Drüsen produziert und durch das Blut zu den Zielorganen transportiert werden. Der
Transport erfolgt dabei entweder im ungebundenen Zustand oder gebunden an ein Träger-
protein. Sie binden dann im Zielorgan an spezialisierte Hormonrezeptoren an der Zellober-
ﬂäche (membranständige Rezeptoren) oder in der Zelle (nukleäre Rezeptoren) nach dem
Schlüssel-Schloß-Prinzip. Dieser Hormon-Rezeptor-Komplex reguliert verschiedene Zell-
oder Organfunktionen. Hormone beeinﬂussen Regulations-, Wachstums-, Entwicklungs-,
und Homeostasemechanismen wie z.B. Reproduktion, Aufrechterhaltung von Glucose- und
Ionenkonzentration im Blut, Blutdruck, Metabolismus und eine Reihe weiterer Funktio-
nen.
Die Balance der Hormonkonzentrationen im Organismus ist essentiell zur Gewährlei-
stung der normalen Körperfunktionen. Es gibt daher eine Reihe von Rückkopplungsme-
chanismen, die es dem Körper ermöglichen, ﬂexibel auf interne oder externe Änderungen
des Hormonstatus zu reagieren (16).
1.3 Steroide und Steroidhormone
Steroide sind Lipide, welche mit Ausnahme der D-Vitamine alle einen Cyclopentano-
phenanthren-Ring besitzen. Die Biosynthese aller tierischen Steroide erfolgt aus einem
gemeinsamen Vorläufer, dem Cholesterin. Zu ihnen gehören neben den Steroidhormonen
noch die Sterine (z.B. Cholesterin), die Gallensäuren (z.B. Cholsäure), die Herzglycoside,
die Sapogenine und die Steroidalkaloide.
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Östrogene 18 Östrogenrezeptoren Östradiol, Östriol, Östron
Die Steroidhormone lassen sich nach der Anzahl ihrer Kohlenstoﬀatome-Atome und
den Rezeptoren an welche sie binden fünf Hauptklassen zuordnen. Sie sind in Tabelle 1.1
beschrieben.
Progestagene, Androgene und Östrogene umfassen die Geschlechtshormone. Während
die Progestagene hauptsächlich im Gelbkörper, dem Corpus luteum synthetisiert werden,
ist der Hauptsyntheseort der Androgene der Hoden (Testis), während die Östrogene haupt-
sächlich in den Eierstöcken (Ovarien) synthetisiert werden (16).
1.4 Endogene Östrogene
Die endogenen Östrogene sind 17β-Östradiol (E2), Östron und Östriol. E2 ist das am
stärksten wirkende Östrogen. Die Wirksamkeit von Östron beträgt nur ca. 30% und die
von Östriol nur ca. 10% der biologischen Aktivität von E2. Vor der Menopause ist E2 das
wichtigste endogene Östrogen im weiblichen Körper.
Die Biosynthese weiblicher Geschlechtshormone  Östrogene und Progestagene  besteht
aus einer komplexen Kaskade. Das limbische System sekretiert speziﬁsche Neurotransmit-
ter oder Neuropeptide, die den Hypothalamus zur Produktion sog. Releasing-Faktoren an-
regen. Diese stimulieren ihrerseits die Hypophyse zur Ausschüttung von Luteinisierendem
Hormon (LH), welches durch das Blut zu den hormonproduzierenden Organen transpor-
















Abbildung 1.1: Endogene Östrogene
Blut ausgeschüttet.
Die Östrogene werden vorrangig in den die Follikel umgebenden Theka- und Granulo-
sazellen produziert. Östradiol wir dabei entweder durch Aromatisierung des ebenfalls in
den Thekazellen gebildeten Testosterons gebildet, oder durch Konversion von Östron zu
Östradiol. Der Vorgang der E2-Biosynthese unterliegt einer zyklischen Schwankung. Die
höchste E2-Produktion ﬁndet während der proliferativen Phase des Menstruationszyklus
der höheren Primaten bzw. während des Östrus bei den meisten anderen Säugetieren statt.
Die Schwankung des E2-Spiegels ist ein Grund, weshalb bei Tierversuchen, bei denen das
östrogene System Untersuchungsgegenstand ist, häuﬁg eine Ovariektomie durchgeführt
wird. Während der Menopause sinkt die Produktion von E2 stark ab, sodaß postmeno-
pausal kaum noch E2 produziert wird.
Die Synthese von Östrogenen ﬁndet zu einem geringen Teil auch in der Nebennierenrinde
und im Testis des Mannes statt. Daneben existiert auch eine geringe periphere Bildung
von Östradiol durch Aromatisierung von Testosteron z.B. im Fettgewebe (16).
1.5 Wirkungsweise der Östrogene
1.5.1 Östrogenrezeptoren
Die meisten Wirkungen von E2 sowie anderer Östrogene und östrogenartig wirkender
Sustanzen im Menschen basieren auf der Interaktion mit den Östrogenrezeptoren α und
β (ERα und ERβ). Beide Rezeptoren gehören zur Genfamilie der nukleären Rezeptoren,
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Abbildung 1.2: Biosynthese von Östradiol aus Androstendion über Östron und Testosteron.
welche eine evolutionär konservierte Struktur zeigen (17) und zu der außerdem noch die
Glucocorticoid-, Mineralocorticoid-, Progesteron- und Androgenrezeptoren gehören (18).
Diese Rezeptoren agieren im Allgemeinen als Homodimere, wobei sie hauptsächlich durch
die Bindung des ligandengebundenen Rezeptors an cis-regulatorische DNA-Elemente in
der Promotor-Region der Zielgene wirken. Durch physische Interaktion mit Kofaktoren
und der Transkriptionsmaschinerie wird eine Regulation der Transkription dieser Gene
erreicht. Aber auch Interaktionen mit anderen Transkriptionsfaktoren sind bekannt (siehe
Abschnitt 1.5.4 auf Seite 8). Darüber hinaus wurden nichtgenomische Eﬀekte beschrieben,
die einem membranständigen Östrogenrezeptor zugeordnet werden (19).
Die Existenz eines Östrogenrezeptors, welcher verantwortlich für die speziﬁsche Bin-
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dung von 17β-Östradiol im humanen Uterus ist, wurde bereits im Jahre 1962 erkannt.
Die Klonierung des zugehörigen Gens gelang 1985 Walter et al. (20). Greene et al. se-
quenzierten 1986 eine cDNA für die gesamte kodierende Sequenz der ERα-mRNA aus
MCF-7-Zellen (21). Die 1785 Nukleotide der cDNA korrespondieren mit einem Polypep-
tid von 595 Aminosäuren und einem Molekulargewicht von 66,2 kDa. Das Gen ist auf
Chromosom 6 (6q25.1) lokalisiert (20, 22).
Gleichzeitig mit dem ERβ der Ratte (23) wurde 1996 der humane ERβ von Mosselman
et al. als zweiter Östrogenrezeptor identiﬁziert, kloniert und charakterisiert (24). Seine
DNA-Bindedomäne sowie die Ligandenbindedomäne sind homolog zu denen von ERα.
Das Gen des humanen ERβ beﬁndet sich auf Chromosom 14 (14q22-q24) (24, 25). ERβ
besteht aus einem Polypeptid von 530 Aminosäuren und hat ein Molekulargewicht von
59,2 kDa.
Beide Gene bestehen aus acht Exonen. Zusätzlich zu den Transkripten voller Länge sind
zahlreiche Spleißvaranten bekannt.
Die Rezeptoren besitzen sechs Domänen, die mit A bis F bezeichnet werden (siehe
Abb. 1.3). Drei Abschnitte der Östrogenrezeptoren haben für die Funktion besondere
Bedeutung. Zum ersten sind das die Domänen A und B am N-Terminus. Sie modulieren
die Transkription auf gen- und zellspeziﬁsche Art und Weise durch die Aktivator-Funktion
1 (AF-1).
    
Abbildung 1.3: Struktur der Östrogenrezeptoren: A/B Aktivator-Funktion 1, C DNA-
Bindedomäne, D Hinge-Region, E Ligandenbindedomäne, F Aktivator-Funktion 2 (Nach
Nilsson et al. (26))
Weiterhin spielt die DNA-Bindedomäne (C-Domäne) eine entscheidende Rolle. Sie ist
zwischen den verschiedenen nukleären Rezeptoren stark konserviert und besteht aus zwei
funktionell verschiedenen Zink-Finger-Motiven. Dadurch wird die Interaktion des Rezeptor-
Liganden-Komplexes mit der DNA ermöglicht. Auch für die Dimerisierung der Rezeptor-
Ligandenkomplexe ist die DNA-Bindedomäne zuständig. Zwischen den DNA-Bindedomä-
nen der beiden ER-Subtypen besteht eine 97%ige Sequenzhomologie (27).
Die dritte wichtige Domäne ist die Ligandenbindedomäne (E-Domäne, LBD), die mit der
DNA-Bindedomäne durch die sog. Hingeregion verbunden ist. Ihr kommt eine besondere
Rolle bei der Unterscheidung von Östrogen-Agonisten, -Antagonisten und sog. Partialago-
nisten zu (siehe Abschnitt 1.5.2). Die Bindung eines Agonisten bewirkt die Aktivierung
des Rezeptors und ist damit Anstoß zur Aktivierung einer Vielzahl möglicher Signalwege
(siehe Abschnitt 1.5.4 auf Seite 8 ﬀ.).
Die Sequenzhomologie der LBD zwischen ERα und ERβ beträgt nur 58% beim Men-
schen und 55% in den ERs der Ratte. Dies führt dazu, daß die Aﬃnität einiger Substanzen
zu den beiden Rezeptoren unterschiedlich hoch ist oder aber eine unterschiedliche tran-
skriptionelle Antwort auf die Ligandenbindung stattﬁndet (23, 24).
Die Expression der beiden Östrogenrezeptoren beschränkt sich nicht auf die reproduk-
tiven Organe. Auch in den meisten anderen Organen bzw. Geweben konnten Östrogen-
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rezeptoren nachgewiesen werden. Die Gewebsverteilung der beiden Subtypen ist dabei
unterschiedlich. So ist in Ratten ERβ-mRNA in der Prostata und im Ovar stark expri-
miert, während in Testis, Uterus, Lunge und Blase eine moderate Expression festgestellt
werden konnte. Im Rückenmark, verschiedenen Abschnitten des Gehirns, der Hypophyse,
der Epididymis und im Thymus wurde nur eine geringe ERβ-Expression gemessen. In vie-
len Organen sind ERα und ERβ koexprimiert. Allerdings ist z.B. in der Epididymis, dem
Uterus, der Niere und der Nebenniere die Expressionsrate von ERα sehr viel höher als die
von ERβ (25, 2834).
1.5.2 Ligandenbindung an den Östrogenrezeptor
Der primäre endogene Ligand der ERs ist das E2. Daneben existieren noch weitere endo-
gene Östrogene, die ebenfalls, wenngleich mit schwächerer Aﬃnität, an den ER binden. Es
existieren jedoch zahlreiche andere meist exogene natürliche oder synthetische Substan-
zen, die an die LBD des Östrogenrezeptors binden können. Diese werden im Abschnitt 1.9
auf Seite 15 ausführlich diskutiert.
Die verschiedenen Liganden können entweder als Agonisten, Antagonisten oder Parti-
alagonisten der ERs wirken. Entscheidend dafür ist die aus der Ligandenbindung resul-
tierende Konformation der LBD. Diese bildet ein für alle LBD der nukleären Rezeptoren
typisches dreilagiges α-helikales Sandwichmotiv. Der Ligand wird in einer hydrophoben
Kavität gebunden. Von entscheidendem Einﬂuß auf die agonistische, antagonistische oder
partialagonistische Aktivität des Liganden ist die aus der Ligandenbindung resultierende
Konformation der terminalen Helix 12 (siehe Abb. 1.4). Wird die Kavität mit dem gebun-
denen Liganden von der N-terminalen Helix 12 abgedeckt, wie dies beispielsweise bei der
Bindung des natürlichen Liganden E2 der Fall ist, wird eine Bindung von Koregulatoren
an der AF-2 ermöglicht. Der Ligand wirkt dann als Agonist. Bei Bindung eines Parti-
alagonisten, beispielsweise Raloxifen, wird die Helix 12, aufgrund sterischer Eﬀekte der
zusätzlichen Seitenkette des Raloxifens (siehe Abb. 1.8, S. 16) in eine Position gezwun-
gen, die die Koaktivator-Bindestelle teilweise verdeckt. Die Bindung eines Antagonisten,
wie zum Beispiel Fulvestrant, führt zu einer Blockierung dieser sekundären Bindestelle
der Helix 12 durch den Liganden. Da nun auch die Bindestelle für Kofaktoren durch den
Liganden blockiert ist, ist keine Kofaktor-Bindung möglich. Dieser Mechanismus konnte
sowohl für den humanen ERα (35) wie auch für den ERβ (36) in ähnlicher Weise bestätigt
werden.
1.5.3 Koregulatoren
AF-1 und AF-2 sind auch die Stellen an denen die Interaktion mit Koregulatoren statt-
ﬁndet. Nur die speziﬁsche Interaktion mit Koaktivatoren führt zu einer maximalen Trans-
aktivierung, während Korepressoren diese unterbinden. Viele dieser Proteine zeigen ei-
nige gemeinsame Merkmale. Zum ersten binden sie an den Transkriptionsfaktor (in die-
sem Fall ERα oderERβ) auf ligandenabhängige Art und Weise. Weiterhin können vie-
le von ihnen direkt mit der Transkriptionsmaschinerie interagieren. Andere wiederum
besitzen eine enzymatische Aktivität, die im direkten Zusammenhang mit Genregula-
tionsmechanismen steht. Dazu zählt beispielsweise die Chromatin-modulierende Histon-




Abbildung 1.4: Ligandenabhängige Struktur der Ligandenbindedomäne des Östrogenrezep-
tors nach Pike et al. (37). Dargestellt ist die Ligandenbindedomäne (hell) mit der terminalen
Helix 12 und der gebundene Ligand (dunkel). Bei gebundenem Agonisten ist die terminale
Helix 12 über dem gebunden Liganden angeordnet (A). Die Bindung eines Antagonisten ver-
hindert durch dessen lange Seitenkette diese Konformation und zwingt die Helix 12 in eine um
120 ◦ verdrehte Position, wodurch die Bindung von Kofaktoren blockiert wird (B). Die Bin-
dung eines Partialagonisten führt zu einer ähnlichen quasi-antagonistischen Konformation
der Helix 12, welche die Kofaktorbindestelle teilweise maskiert (C).
auch Transaktivierungs- oder Repressionsdomänen. Sie wirken also entweder durch die
Beeinﬂussung der Chromatinstruktur oder als Adapter-Moleküle zwischen nukleären Re-
zeptoren und der Transkriptionsmaschinerie (38). Die Bedeutung der Koregulatoren für
die Transaktivierung wird am Beispiel des ersten Kofaktors, der für den Östrogenrezeptor
identiﬁziert wurde, deutlich. Es handelt sich dabei um den Steroidrezeptor-Koaktivator
1 (SRC-1). Seine Überexpression in verschiedenen Zellen führt zu einer extremen Stei-
gerung der der transkriptionellen Aktivität des aktivierten Östrogenrezeptors, sowie zu
einem Verlust der partialagonistischne Eigenschaften von Tamoxifen, welches in diesem
Fall als reiner Östrogenagonist wirkt. Es wird vermutet, daß in Zellen, in denen Tamo-
xifen als Agonist wirkt, bestimmte Koaktivatoren, und in Zellen, in denen Tamoxifen als
Antagonist wirkt, bestimmte Korepressoren stärker exprimiert werden(39).
1.5.4 Wirkmechanismen
E2 liegt im Plasma zum Teil frei vor, ist jedoch häuﬁg an Transportproteine, wie z.B. das
Sex Steroid binding Protein gebunden (Übersicht in (40)). Östradiol kann aufgrund seiner
Lipophilität die Membran der Zielzelle durchdringen und bedarf daher keines aktiven
Transportmechanismus in die Zelle.
5'-GGTCAnnnTGACC-3'
Abbildung 1.5: Konsensus-Sequenz des östrogenresponsiven Elements
Beim klassischenWirkmechanismus bindet E2 im Zytoplasma an einen der beiden Östro-
genrezeptoren α und β (siehe Abschnitt 1.5.1 aud Seite 4). Die Östrogenrezeptoren sind
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Abbildung 1.6: Klassischer und ligandenunabhängiger Wirkmechanismus von Östradiol
nach Litwack und Schmidt (41). 1. Aufnahme des Hormons in die Zielzelle 2. Aktivierung
des Rezeptors durch Bindung des Hormons und durch Phosphorylierung 3. Dimerisierung
4. Bindung des Rezeptor-Liganden-Komplexes an ein ERE auf der DNA 5. Synthese von
mRNA und Protein des Zielgens 6. Biologisches Signal
durch die Hitzeschockproteine Hsp70, Hsp90 und andere Proteine stabilisiert (Übersicht in
(42)). Diese dissoziieren im Falle einer Ligandenbindung ab und es kommt zur Phosphory-
lierung, zur Bindung von Koregulatoren sowie zur Bildung eines Homo- oder Heterodimers
aus zwei Rezeptor-Liganden-Komplexen. Die Aktivität dieses Komplexes wird dabei neben
den Koregulatoren auch durch den Phosphorylierungsstatus des Rezeptors beeinﬂußt. Das
Dimer ist dann in der Lage, an ein palindromisches östrogenresponsives Element (estro-
gen responsive element, ERE) auf der DNA zu binden (Abb. 1.5), was zur Regulation der
Transkription des nachgeschalteten Gens führt (Abb. 1.6)(43).
Die Bindung eines agonistischen Liganden führt dann zur Dimerisierung zweier Rezep-
tor-Liganden-Komplexe. Dabei sind sowohl Homodimere (ERα-ERα, ERβ-ERβ) als auch
ERα-ERβ-Heterodimere möglich (44).
Daneben können E2-ER-Komplexe auch mit anderen DNA-gebundenen Transkriptions-
faktoren interagieren. Ein gut untersuchtes Beispiel dafür ist die Regulation der Tran-
skription von Genen, welche ein AP-1-Element enthalten. Dabei handelt es sich um die
Bindestelle für den Jun/Fos-Komplex. Ligandengebundener ER ist in der Lage mit Jun
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zu interagieren (45). Dies führt zu einer verstärkten Bindung des Jun/Fos-Komplexes an
ein AP-1-Element. Dadurch wird die Expression nachgeschalteter Gene stimuliert (46).
Zu den so regulierten Genen zählen beispielsweise Ovalbumin, c-fos, Collagenase und der
insulin-linke growth factor I (IGF-I) (4750).
Eine weitere Möglichkeit der Regulation der Transkription von Zielgenen stellt die Bil-
dung von ER/Sp1-Heterodimeren dar. Auf diese Weise wird beispielsweise die Expression
von c-myc, Creatinkinase B, Cathepsin D, Retinsäurerezeptor α und HSP27 reguliert.
In der Promotorregion all dieser Gene existiert eine Kombination einer ERE- und einer
Sp1-Halfsite, welche für die östrogenabhängige Regulation der Transkription dieser Gene
essentiell ist (5155). Bei der östrogenabhängigen Regulation der Transkription des in die-
ser Arbeit ebenfalls untersuchten Progesteron-Rezeptor-Gens spielen sowohl der AP-1-Weg
als auch der Sp1-Weg eine Rolle (46, 56).
Weiterhin ist die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor NFκB bekannt. NFκB ist
im inaktiven Zustand an den Repressor IκB gebunden. Wird NFκB aktiviert, bildet er
ein Homodimer. Der E2-ER-Komplex kann die Bildung von NFκB Homodimeren unter-
binden, indem er mit NFκB ein Heterodimer bildet. Dies verhindert die Stimulation der
Transkription NFκB-regulierter Gene (26). Das bekannteste Beispiel eines solchen Gens ist
Interleukin 6 (57), aber auch das in dieser Arbeit untersuchte COX2 wird wahrscheinlich
auch auf diese Weise durch E2 reguliert (5860).
Auch nichtgenomische Wirkmechanismen, welche durch membranständige ER vermit-
telt werden, sind beschrieben. Im Gegensatz zum klassischen Signalweg, bei dem eine
Regulation der Genexpression stattﬁndet, handelt es sich hierbei um eine sehr schnelle
Antwort, bei der andere Signalwege beeinﬂußt werden. So wurden beispielsweise in Endo-
thelzellen membranständige ERα identiﬁziert, welche über ein G-Protein mit der endo-
thelialen NO-Synthase (eNOS) gekoppelt sind. Dadurch wird eine ER-vermittelte schnelle
Beeinﬂussung der eNOS-Aktivität und damit des Gefäßtonus möglich (61).
1.6 Wirkung von Östradiol auf den Uterus
E2 wirkt auf eine Vielzahl von Organen und Geweben. Es ist ein wichtiges Signal bei der
Entwicklung der weiblichen Geschlechtsorgane. So wirkt es sich fördernd auf das Wachs-
tum und die Diﬀerenzierung von Vagina, Ovar und der Mamma aus. Aber nicht nur in
den weiblichen Geschlechtsorganen spielt E2 eine wesentliche Rolle. Die nachlassende Kno-
chendichte bei postmenopausalen Frauen macht deutlich, daß E2 auch beim Erhalt und
beim Aufbau der Knochenmasse eine wesentliche Rolle spielt. Die komplexe Wirkung auf
das Gefäßsystem wird im Abschnitt 1.8 auf Seite 13 ﬀ. diskutiert.
Eines der Hauptziele östrogener Wirkung stellt daneben jedoch der Uterus dar, auf
dessen Wachstum und Diﬀerenzierung es ebenfalls einen großen Einﬂuß hat. Insbeson-
dere die Abläufe während des Menstruationszyklus sind im starken Maße durch E2 re-
guliert. Die Bildung von E2 wird dabei wiederum über Rückkopplungsmechanismen kon-
trolliert, welche zur Stimulation oder Repression der Bildung der Gonadotrophine Follikel-
stimulierendes Hormon (FSH) und Luteinisierendes Hormon (LH) führen, die die Synthese
der Steroidhormone im Ovar steuern (16).
Während der Follikelphase wird unter dem Einﬂuß von LH Progesteron und Testosteron
gebildet, welches zu den benachbarten Granulosazellen diﬀundiert. Dort wird es unter Ein-
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wirkung von LH zu E2 aromatisiert, was die Proliferation der Granulosazellen stimuliert.
Das E2 regt aber auch das Endometrium zum Wachstum an und ist Auslöser für dessen
Vaskularisierung, um eine Einnistung des befruchteten Eis zu ermöglichen.
Die maximale Östradiol-Konzentration zur Mitte des Menstuationszyklus bewirkt über
eine nun positive Rückkopplung die Ausschüttung von LH. Dadurch wird wiederum die
Ovulation, d.h. die Freisetzung des reifen Eis aus dem Follikel, eingeleitet. Die zurückblei-
benden Follikelzellen bilden das Corpus luteum.
Während der anschließenden lutealen Phase wird das E2 hauptsächlich im Corpus lu-
teum gebildet. Zusammen mit dem nun gebildeten Progesteron bewirkt E2 eine weitere
Verdickung des Endometriums, dessen Zellen nun stärker diﬀerenzieren. Auch die Vasku-
larisierung des Endometriums schreitet weiter fort. Der nach einer Woche degeneriende
Corpus luteum führt zu einer verringerten E2- und Progesteron-Produktion. Dadurch kann
das Wachstum des Endometriums nicht weiter aufrecht erhalten werden. Es kommt zur
Menstruation (16).
Während einer Schwangerschaft ist der E2-Spiegel jedoch 10- bis 100-fach erhöht. Dies
unterbindet den Menstruationszyklus und fördert das Wachstum von Uterus und Fötus.
1.6.1 Der Uterotrophe Test in adulten ovariectomierten Ratten
Den Umstand, daß E2 das Endomietrium zum Wachsen anregt, nutzt man im sogenannten
Uterotrophen Test. Dieser wird eingesetzt, um in einem ersten in vivo-Screening Substan-
zen auf eine mögliche östrogene Wirkung zu überprüfen. Man kann den uterotrophen Test
an juvenilen weiblichen Ratten durchführen, welche noch keine nennenswerte endogene
E2-Produktion besitzen. Meist werden jedoch adulte weibliche Ratten eingesetzt. Diese
werden einige Tage vor der Behandlung mit den Testsubstanzen ovariectomiert. Dadurch
kommt die endogene Östradiolproduktion nahezu zum Erliegen und das Uterusgewicht
geht stark zurück. Eine anschließende, typischer Weise dreitägige Behandlung mit Östra-
diol führt zu einem deutlichen Anstieg des Uterusgewichts. Auch andere Östrogene können
diesen Eﬀekt hervorrufen. Dieses Phänomen dient daher als Indikator für die Östrogenität
einer Testsubstanz (62). Bei den Tierversuchen, welche im Rahmen dieser Arbeit durchge-
führt wurden, wurde daher ebenfalls eine Ovariectomie der Ratten durchgeführt und das
Uterusgewicht bestimmt.
1.7 Das Gefäßsystem
Neben dem Uterus als klassischem Zielorgan östrogener Wirkung wurde in dieser Arbeit
dem Gefäßsystem besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Es soll hier daher eine kurze
Einführung in das Gefäßsystem an sich, und im folgenden Abschnitt in die Wirkung von
Östrogenen auf das Gefäßsystem gegeben werden.
Als Blutgefäßsystem oder Blutkreislauf bezeichnet man die Gesamtheit der Blugefäße.
Diese haben vorrangig die Aufgabe, das Blut in die Peripherie des Körpers und von dort
zurück zum Herzen zu transportieren. Der grundsätzliche Aufbau aller Gefäße ist weitge-
hend gleich (Abb. 1.7). Ihre Wand setzt sich aus drei Schichten zusammen. Die Tunica
intima oder kurz Intima besteht aus einer einzelnen Schicht von in der Längsachse des
Gefäßes ausgerichteten Endothelzellen, einer darauf aufsetzenden Schicht lockeren Bin-
degewebes (Stratum subendotheliale), sowie daran anschließend der Membrana elastica
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Abbildung 1.7: Querschnitt durch ein Blutgefäß. Deutlich zu erkennen sind die drei Schich-
ten Tunica intima, Tunica media und Tunica externa, welche durch zwei Schichten elastischen
Bindegewebes getrennt sind.
interna aus elastischem Bindegewebe. Sie dient dem Flüssigkeits- und Gasaustausch, so-
wie dem Austausch gelöster Stoﬀe zwischen Blut und umliegenden Gewebe.
Die Tunica media oder Media besteht aus einer je nach Gefäßtyp mehr oder weniger
ausgeprägten Schicht ringförmig angeordneter glatter Muskulaturzellen. Sie dient der Sta-
bilität des Gefäßes und der Regulation des Blutdrucks bzw. des Blutﬂusses zu bestimmten
Regionen mittels Kontraktion bzw. Dilatation der glatten Muskulatur. Nach außen schließt
sich meist noch eine Membrana elastica externa, ebenfalls aus elastischem Bindegewebe,
an.
Die äußerste Schicht wird durch die Tunica externa, auch Adventitia genannt, gebil-
det. Hierbei handelt es sich um das umgebende lockere Bindegewebe zur Verankerung des
Blutgefäßes in seiner Umgebung. Bei größeren Gefäßen enthält es Vasa vasorum. Dabei
handelt es sich um feine Blutgefäße zur Versorgung der Gefäßwand. Bei kleineren Blutge-
fäßen erfolgt die Versorgung aus dem Lumen des Gefäßes selbst. Hier beﬁnden sich auch
Nervenenden des vegetativen Nervensystems zur Steuerung der Gefäßfunktionen.
Allgemein werden Blutgefäße grob in zwei Gruppen eingeteilt. Dabei handelt es sich
zum einen um die Arterien und zum anderen um die Venen. Arterien transportieren das
Blut vom Herz weg. Sie werden auch als Schlagadern oder Pulsadern bezeichnet nach dem
an großen Arterien spürbaren Puls des Herzschlags. Die größte Arterie der Säugetiere ist
die Aorta. Sie wurde daher für die im Tierversuch 2 durchgeführten Genexpressionsstu-
dien verwendet. Ihr Durchmesser beträgt beim Menschen etwa drei Zentimeter. Arterien
transportieren zumeist sauerstoﬀreiches Blut, nur die Arterien des Lungenkreislaufs ent-
halten sauerstoﬀarmes Blut. Die vaskuläre glatte Muskulatur ist in Arterien besonders
stark ausgebildet, da diese dem Druck des Blutes entgegenwirken müssen.
Die Venen führen das Blut zurück zum Herzen. Dieses ist nun, außer im Lungenkreis-
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lauf, sauerstoﬀarm. Da das Blut vorher durch die sehr engen Kapillaren ﬂießt, um dort
Sauerstoﬀ abzugeben und CO2 aufzunehmen, ist der Blutdruck in den Venen sehr gering.
Die vaskuläre glatte Muskulatur der Media ist daher in den Venen wesentlich schwächer
ausgebildet und Venenklappen verhindern das Zurückﬂießen des Blutes während das Herz
kontrahiert. Die beiden größten Venen sind die obere und untere Hohlvene (Vena cava
superior und Vena cava inferior). Die letztgenannte ist für diese Arbeit von besonderer
Bedeutung, da sie in den Tierversuchen entnommen wurde und die Genexpressionsmuster
östrogenregulierter Gene in ihr gemessen wurden.
1.8 Wirkung von Östradiol auf das Gefäßsystem
Östradiol spielt sowohl im gesunden Gefäßsystem eine bedeutende Rolle, als auch bei vielen
häuﬁg auftretenden Gefäßerkrankungen. So ist es zum Einen an der Angiogenese betei-
ligt (63, 64), zum anderen ist Östradiol ein bedeutendes atheroprotektives Molekül. Der
vermutlich starke Einﬂuß von Östradiol auf die Gesundheit des kardiovaskulären Systems
wird in Bevölkerungsstudien deutlich, die zeigen, daß prämenopausale Frauen im Vergleich
zu Männern ein sehr geringes Risiko für Erkrankungen der koronaren Arterien besitzen.
Nach der Menopause steigt dieses Risiko jedoch stark an. Nicht alle dafür verantwortlichen
Mechanismen sind bekannt. Die atheroprotektive Wirkung scheint jedoch vor allem auf
die Kombination von zwei primären Eﬀekten zurückzuführen zu sein. Zum einen ist dies
die Wirkung auf die arterielle Gefäßwand und zum anderen der Einﬂuß auf die Menge der
im Blut zirkulierenden Lipide.
Die Wirkungen der Östrogene auf die Gefäßwand sind vielfältiger Natur. Einige setzen
sehr schnell ein und gehören zu den nichtgenomischen Eﬀekten. Dazu gehört zum Beispiel
der kurzfristige Einﬂuß auf den Gefäßtonus über die Regulation der Aktivität von eNOS,
welche über einen membranständigen ER erfolgt (61). Diese Eﬀekte werden durch schnelle
intrazelluläre Signalwege vermittelt.
Andere Eﬀekte von E2 auf die Gefäßwand setzten jedoch erst nach Stunden oder Tagen
ein und sind das Resultat transkriptioneller Ereignisse. Dazu zählt auch die längerfristige
Beeinﬂussung der Produktion von Stickstoﬀmonoxid und damit die Steuerung von Gefäß-
tonus und Blutdruck durch die Regulation der Expression von eNOS (siehe auch Abschnitt
1.12.6 auf Seite 28). Weiterhin übt E2 durch die Regulation der Transkription von COX2
Einﬂuß auf die Prostaglandinbiosynthese aus (siehe auch Abschnitt 1.12.5 auf Seite 27).
Der Einﬂuß auf das Lipidproﬁl des Blutes ist nach neueren Erkenntnissen von wesent-
lich geringerer Bedeutung für die atheroprotektive Wirkung von E2. Dabei wird der LDL-
Spiegel gesenkt, während der Spiegel des HDL, welches das Cholesterin zurück zur Leber
transportiert, wo es metabolisiert wird, erhöht wird. Dies führt zu einer verringerten Ak-
kumulation von proatherogenem LDL in der Arterienwand(65). Ein Teil dieser Wirkung
von E2 auf das Lipidproﬁl wird dem Einﬂuß auf den Cholesterin-Metabolismus zugeschrie-
ben. Aber auch auf die Expression des HDL-Struktur-Proteins HDL hat E2 oﬀenbar einen
Einﬂuß. Näheres zu diesen beiden Wirkmechanismen ﬁndet sich im Abschnitt 1.12.11 auf
Seite 31.
Dabei wird ein biphasischer Mechanismus vermutet, wonach eine geringe (physiologi-
sche) E2-Dosis zu einer Zunahme des HDL, des ApoA1-Plasma-Spiegels und der ApoA1-
mRNA-Expression führt. Weiterhin konnte eine Zunahme der CYP7A1-mRNA-Expression
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und der CYP7A1-Aktivität beobachtet werden. Auch die MHG-CoA-Reduktase-Aktivität
nahm zu. Bei höheren (pharmakologischen) Dosen nahm jedoch der ApoA1-Plasma-Spiegel
wieder ab, wenngleich die mRNA-Expression von ApoA1 weiter zunahm. Auch die CYP7A1-
mRNA-Expression, sowie die CYP7A1-Aktivität ging zurück. Ungeachtet dessen, wurde
eine E2-konzentrationsabhängige Zunahme des HDL-Spiegels und bei hohen E2-Dosen eine
Abnahme des Gesamt-Cholesterin-Spiegel beobachtet (66).
Daneben führt die HRTmit Östradiol und Progestin in postmenopausalen Frauen jedoch
zu einem Anstieg der Inzidenz für Venenthrombosen sowohl bei gesunden Frauen (67) als
auch bei Frauen mit kardiovaskulärem Syndrom (9).
Es galt lange Zeit als sicher, daß eine postmenopausale HRT durch Östrogen allein oder
in Kombination mit Progestin die kardiovaskulären Risiken nach der Menopause ungefähr
halbieren oder gar vollständig auf das Niveau vor der Menopause senken könnte (1, 38).
Allerdings hatten alle diese Studien Schwachstellen im Design, kleine Patientenzahlen und
Unterschiede in den zu vergleichenden Patientengruppen. Um diese Einschränkungen zu
überwinden, wurden mehrere großangelegte randomisierte Doppelblindstudien durchge-
führt.
Dazu zählt z.B. die Heart Estrogen-Progestin Replacement Study (HERS). HERS wurde
durchgeführt, um die Wirksamkeit und Sicherheit der Hormonersatztherapie in Bezug auf
kardiovaskuläre Erkrankungen in postmenopausalen Frauen zu ermitteln. Dafür wurden
2763 postmenopausale Frauen mit etablierter koronarer Herzkrankheit randomisiert mit
kombinerter HRT oder Placebo behandelt (9). Das Hauptergebnis dieser Studie war ein
Anstieg des Risikos für Herzinfarkte während des ersten Jahres der Behandlung und ein
im Vergleich zur Placebogruppe niedrigeres Risiko in den Jahren 3 bis 5. In der HERS II
genannten Studie wurden diese Patienten für weitere 2,7 Jahre beobachtet. Insgesamt
konnte weder während HERS noch HERS II oder insgesamt eine signiﬁkante Abnahme
der Erkrankungen der Herzkranzgefäße oder der Herzinfarkte beobachtet werden (10).
Darüberhinaus konnte ein Anstieg an Thromboembolien und Gallengangoperationen fest-
gestellt werden (68).
In der noch größeren Studie der Women's Health Initiative (WHI) wurden 16608 gesunde
postmenopausale Frauen mit einer Kombination von Östrogen und Progestin behandelt.
Die geplante Dauer der Studie betrug 8,5 Jahre. Die Studie mußte allerdings bereits nach
5,2 Jahren abgebrochen werden. Es wurde festgestellt, daß das im Vergleich zur Place-
bogruppe angestiegene Risiko für Brustkrebs, koronarer Herzkrankheit, Schlaganfälle und
Lungenembolien den Nutzen durch niedrigere Raten für kolorektales Karzinom, endome-
triales Karzinom und Oberschenkelhalsbruch überschritt. In Bezug auf alle kardiovasku-
lären Erkrankungen (venöse, wie auch arterielle) konnte kein signiﬁkanter Unterschied
zwischen den beiden Gruppen festgestellt werden (11).
Diese Ergebnisse und andere in jüngster Zeit durchgeführte Studien werfen die Fra-
ge auf, ob die klassische Hormonersatztherapie geeignet ist, den chronischen Folgen der
Menopause insgesamt, aber auch speziell bezüglich des Gefäßsystems vorzubeugen. Sie
machen deutlich, daß trotz der vielen Arbeiten, in welchen die Wirkungen von Östrogenen
und anderen Steroiden auf das Gefäßsystem untersucht wurden und in denen viele Teil-
bereiche beleuchtet wurden, noch kein genaues Bild davon existiert, wie die Steroide das
Gefäßsystem in seiner Funktion insgesamt beeinﬂussen.
Der Einﬂuß von Östrogenen auf die Angiogenese wurde anhand von ERα-Knockout-
Mäusen und durch die Verabreichung von Östrogenantagonisten untersucht (69, 70). Diese
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Experimente zeigten, daß die angiogene Wirkung von Östradiol über den Östrogenrezeptor
vermittelt wird. Auch in vitro konnte ein angiogener Eﬀekt von Östrogen auf die Prolife-
ration von humanen Nabelschnurvenen-Endothelzellen gezeigt werden. Besonders deutlich
wird die angiogene Wirkung der Steroide jedoch bei der zyklischen Neovaskularisierung
des Endometriums (7173). Der entscheidende Wirkmechanismus dabei ist die Regulation
der Transkription des vaskulären endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF) (63).
Angiogenese ist auch ein wichtiger Vorgang beim Tumorwachstum. Ab einer bestimmten
Größe muß ein Tumor vaskularisiert werden, um weiter wachsen zu können. Zwar konnte
beispielsweise anhand der Mammakarzinomzellinie MCF-7 gezeigt werden, daß Östrogene
auch direkt auf die Proliferation von Tumorzellen wirken (74, 75), aber auch die angiogene
Wirkung spielt eine Rolle bei der Entwicklung östrogenabhängig wachsender Tumoren wie
beispielsweise an Tumoren, die aus in Mäuse implantierten MCF-7-Zellen entstanden sind
gezeigt werden konnte (76).
1.9 Exogene Liganden der Östrogenrezeptoren
Exogene Liganden der Östrogenrezeptoren werden häuﬁg auch als Xenoöstrogene bezeich-
net. Dazu zählen z.T. industriell hergestellte Substanzen, deren östrogene Wirkung un-
beabsichtigt ist und zumeist erst im Nachhinein entdeckt wurde. Substanzen, die solche
ungewollten, meist negativen Eﬀekte auf das Hormonsystem besitzen, werden endokri-
ne Disruptoren genannt. Dazu zählt z.B. Bisphenol A (7780) oder das Pestizid 1,1,1-
Trichloro-2,2-Di(4-Chlorophenyl)Ethan (DDT)(81). Für diese Arbeit waren jedoch vor
allem pﬂanzliche östrogen wirkende Substanzen (Phytoöstrogene) und das synthetische
Antiöstrogen Fulvestrant von Bedeutung. Daneben werden hier noch die als Pharmazeu-
tika entwickelten Selektiven Östrogenrezeptore-Modulatoren diskutiert, da diese für das
Verständnis der vielfältigen Wirkungen östrogenwirksamer Substanzen von großer Bede-
tung sind.
1.9.1 Selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren
Der Begriﬀ Selektive Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERMs) bezeichnet eine Gruppe
von Stoﬀen, die eine Aﬃnität zu den Östrogenrezeptoren besitzt, aber deren Wirkung
sich in Abhängigkeit von Organ, Gewebe, Zielgen oder auch zeitlichem Kontext entwe-
der Östrogen-agonistisch oder aber -antagonistisch sein kann. Man bezeichnet sie daher
auch als Östrogen-Partialagonisten. Bei diesen Substanzen handelt es sich meist um syn-
thetisch hergestellte Stoﬀe, die medizinische Anwendung ﬁnden. Die partialagonistischen
Eigenschaften der SERMs werden durch eine besondere ligandenabhängige Konformati-
on der LBD der Östrogenrezeptoren hervorgerufen. Dies bewirkt wahrscheinlich, daß nur
bestimmte gewebsspeziﬁsche Kofaktoren binden können (siehe Abschnitt 1.5.2 auf Seite 7).
Das erste zugelassene Medikament dieser Art war das Triphenylethylen-Derivat Tamoxi-
fen (Abb. 1.8). Ursprünglich als Östrogen-Antagonist entwickelt und auch als solches zur
Behandlung östrogenabhängig wachsender Mammakarzinome eingesetzt, zeigt es jedoch
auch Östrogen-agonistische Eﬀekte im Knochen und im Gefäßsystem. Auch im Uterus
wirkt Tamoxifen partiell östrogen. Dies führt zu einem höheren Risiko der Bildung von
Polypen und Karzinomen. Weiterhin steigt durch Tamoxifen-Behandlung die Inzidenz für



















Abbildung 1.8: Strukturformeln der selektiven Östrogenrezeptor-Modulatoren Raloxifen
und Tamoxifen sowie des reinen Antiöstrogens Fulvestrant
Krebstherapie die Risiken in vielen Fällen bei Weitem, sodaß Tamoxifen bis heute erfolg-
reich bei der Behandlung von Mammakarzinomen eingesetzt wird (82).
Eine noch höhere Aﬃnität zum ER als Tamoxifen besitzt Raloxifen. Hierbei handelt es
sich um ein nichtsteroidales Benzothiophen. Da es im Knochen Östrogen-agonistische Ei-
genschaften zeigt, in allen anderen Geweben jedoch weitgehend antiöstrogen wirkt, wurde
es vor allem zur Behandlung von Osteoporose entwickelt. Da Raloxifen auch im Mamm-
akarzinom antiöstrogen wirkt und ein Rückgang der Inzidenz für Brustkrebs bei den mit
Raloxifen behandelten Osteoporosepatienten festgestellt werden konnte, wird derzeit in
einer klinischen Studie die Wirksamkeit von Raloxifen im Vergleich zu Tamoxifen in der
Brustkrebsprävention untersucht (82).
1.9.2 Das Antiöstrogen Fulvestrant
Im Gegensatz zu den SERMs, welche teilweise antiöstrogene und teilweise östrogene Ei-
genschaften zeigen, handelt es sich bei Fulvestrant um ein reines Antiöstrogen. Es wurde
unter dem Namen ICI 182,780 entwickelt und wird nun unter dem Markennamen Faslo-
dex vertrieben.
Seine Bindung an die LBD des ERs reduziert die Dimerisierung des ER-Liganden-
Komplexes und die Translokation in den Kern. Weiterhin begünstigt die Bindung von
Fulvestrant an einen ER den Abbau des ERs. Die Blockierung der Bindung von Ko-
aktivatoren verhindert weiterhin eine Bindung an EREs und damit eine Regulation der
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Expression E2-regulierter Gene (83, 84). Da Fulvestrant ein Östradiol-Derivat darstellt,
welches durch die Addition einer 7α-Alkylsulphinyl-Seitengruppe gebildet wird, handelt
es sich im Gegensatz zu Raloxifen und Tamoxifen um ein Steroid. Medizinisch ﬁndet
Fulvestrant vor allem zur Behandlung von Mammakarzinomen Anwendung, die auf eine
Tamoxifen-Behandlung nicht ansprechen (85).
1.9.3 Phytoöstrogene
Phytoöstrogene sind sekundäre Pﬂanzenmetaboliten, die im tierischen Organismus Eﬀekte
hervorrufen, welche mit denen der endogenen Östrogene vergleichbar sind. Sie kommen in
einer ganzen Reihe von Pﬂanzen vor. Viele davon sind eßbar. Dazu zählen beispielsweise
Fabaceae (Sojabohnen, Rotklee, Erbsen, Linsen und Bohnen), Poaceae (Süßgräser, Ge-
treide) und Rutaceae (Zitrusfrüchte). Sie lassen sich hauptsächlich vier Substanzklassen
zuordnen: Isoﬂavone, Flavanone und Coumestane sowie die Lignane, die anders als die
vorher aufgezählten Klassen nicht zu den Flavonoiden gehören (86). Eine östrogenartig
wirkende Substanze in iCR ist noch nicht identiﬁziert. Der Extrakt wird hier deshalb als
Ganzes diskutiert. Weiterhin sind hormonell aktive Lactone der Resorcinsäure bekannt,
die von Schleimpilzen, wie z.B. Fusarium spp. produziert werden. Es handelt sich dabei
also genau genommen um Mykoöstrogene. Ein bekanntes Beispiel dieser Substanzklasse
ist Zearalenone .
Zu den Phytoöstrogenen, die zur Gruppe der Isoﬂavone gehören, zählen u.a. Genistein,
Daidzein und deren Glykoside Genistin und Daidzin. Sie ﬁnden sich hauptsächlich in Pﬂan-
zen der Ordnung Fabales, wie z.B. Sojabohnen (Glycine max (L.) Merr.). Die Isoﬂavone
Genistein und Daidzein machen deutlich, daß viele Phytoöstrogene nur in sehr gerin-
gem Umfang als freie, direkt wirksame Substanzen aufgenommen werden. Diese beiden
Substanzen werden hauptsächlich als Glykoside (Genistin und Daidzin), als Methylether
Biochanin A oder Formononetin aufgenommen. Die aktiven Substanzen werden über die
intestinale Mikroﬂora freigesetzt oder metabolisiert. Die Metabolisierung führt im Fall des
Daidzeins zur Bildung des hochaktiven Equols. Bei der Einschätzung der Wirksamkeit
von Phytoöstrogenen ist zu berücksichtigen, daß diese Prozesse eine hohe interindividuelle
Variabilität besitzen.
Mit den Isoﬂavonen strukturell eng verwandt sind die Coumestane., deren wirstärkster
bekannter Vertreter das Coumestrol ist. Es kommt hauptsächlich in der Luzerne (Medicago
sativa L.) und in verschiedenen Kleearten (Trifolium spp.) vor.
Das 8-Prenylnaringenin als ein Vertreter der Flavanone ist ein besonders potentes Phy-
toöstrogen. Es stammt aus den weiblichen Blüten (Zapfen) des Hopfens (Humulus lupu-
lus L.). Ein weiteres natürlich vorkommendes Phytoöstrogen dieser Substanzklasse ist das
6-(1,1-Dimethylallyl)naringenin aus dem afrikanischen Baum Monotes engleri Gilg. Diese
beiden Substanzen, sowie das synthetische Flavanon 7-Prenyloxynaringenin-4'-Azetat wa-
ren Gegenstand dieser Arbeit und sind in den Abschnitten 1.11.2, 1.11.2 und 1.11.2 auf
Seite 23ﬀ. genauer beschrieben.
Ähnlich wie die Isoﬂavone liegen die Lignane nicht frei vor, sondern werden von der
Mikroﬂora des Darms freigesetzt. Sie ﬁnden sich hauptsächlich in Ölsaaten, wie Leinsa-
men (Linum usitatissimum L.), Raps (Brassica napus L.) sowie in Getreide, Gemüse und
Früchten.
Der wichtigste bekannte Vertreter der ebenfalls östrogen aktiven Stilbene ist das Resve-
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ratrol des Weins (Vitis vinifera L.). Besonders im Rotwein liegt es in hohen Konzentratio-
nen vor und soll für das sogenannte Französische Paradoxon, d.h. die niedrige Inzidenz
an Herzerkrankungen bei französischen Rotweintrinkern trotz hohen Fettkonsums, verant-
wortlich sein (Übersicht in (87)).
Phytoöstrogene werden im Allgemeinen zur Behandlung akuter Menopausensympto-
me wie Hitzewallungen und Gemütsschwankungen eingesetzt. Sie werden hauptsächlich
als Nahrungsbestandteile bzw. -ergänzungsmittel, seltener auch in Form pharmazeutische
Präparate angewandt. Dabei kommen meist die Pﬂanzen selbst (z.B. in Form von Sojapro-
dukten) oder Auszüge aus den entsprechenden Pﬂanzen zum Einsatz. Bislang ﬁnden keine
aus Pﬂanzen isolierten oder chemisch synthetisierten Reinsubstanzen Verwendung (88).
Die Studien, welche sich mit der Wirksamkeit und Sicherheit der Behandlung mit Phy-
toöstrogenen als alternative Methode zur Hormonersatztherapie beschäftigen, sind häuﬁg
nicht sehr umfangreich. In vielen Fällen ist die Frage der Wirksamkeit oﬀen. Auch über
mögliche Nebenwirkungen und Langzeitwirkungen z.B. auf das Gefäßsystem, sowie der
Einﬂuß auf das Risiko einer Erkrankung an Mamma- und Endometriumskarzinom ist we-
nig bekannt (89). Die Datenlage zur Wirksamkeit und Sicherheit der häuﬁg eingesetzten
Cimicifuga-racemosa-Extrakte wird in Abschnitt 1.11.1 auf Seite 19 ﬀ. eingehender dis-
kutiert.
1.10 Überblick über die durchgeführten Versuche
Untersucht wurden die Flavonoide 6DMAN, 8PN und 7OPN sowie ein isopropanolischer
Extrakt aus dem Rhizom von Cimicifuga racemosa (L.) Nutt. (iCR) im Vergleich zur
Wirkung von E2. Die Arbeit unterteilte sich dabei in zwei Aspekte. Zum einen wurden
in vitro-Versuche durchgeführt, um die Testsubstanzen auf mögliche östrogene Wirkun-
gen zu überprüfen. Zum anderen wurden zwei Tierversuche mit Ratten durchgeführt, um
sowohl den Einﬂuß auf das Uterusgewicht als auch auf die Genexpression in Uterus und
Gefäßsystem in vivo zu ermitteln.
Da als in vitro-Modell für das Gefäßsystem keine geeignete immortale Zellinie zur Verfü-
gung stand, wurden humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVEC) gewonnen, kul-
tiviert und für die Experimente eingesetzt. Die Experimente mit den HUVECs unterteilten
sich dabei in drei Teile. Zum ersten wurden Proliferationstests durchgeführt, um Rück-
schlüsse auf einen eventuellen Einﬂuß auf die Angiogenese zu ziehen. Dies spielt z.B. bei
der Vaskularisierung von Tumoren (90), bei der Vergrößerung atherosklerotischer Plaques
(91) oder des inﬂammatorischen Synoviums bei rheumatischer Arthritis (92) eine entschei-
dende Rolle. Ein weiterer Test zur Überprüfung des Einﬂusses von Testsubstanzen auf die
angiogene Aktivität ist der Matrigel-Test, bei dem der Einﬂuß auf die Bildung endothe-
lialer Tubuli in vitro und damit auf die Diﬀerenzierung von Endothelzellen beobachtet
werden kann. Dieser wurde ebenfalls mit HUVECs durchgeführt.
Da über die neue Substanz 7OPN keinerlei Daten bezüglich einer möglichen östro-
genen Wirkung vorlagen, wurden weitere in vitro-Tests mit dieser Substanz durchge-
führt. Dabei handelte es sich um sogenannte Screening-Assays, die der Ermittlung po-
tentiell östrogener Substanzen dienen. Einerseits kam hier ein hefebasierter Test zum
Einsatz. Die verwendeten Hefezellen (Saccharomyces cerevisiae) sind stabil transﬁziert
zum einen mit dem humanen Östrogenrezeptor α und zum anderen mit einem Östrogen-
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responsiven Element (ERE), welches mit dem LacZ-Reporter fusioniert ist. Anhand der
β-Galactosidase-Aktivität können Rückschlüsse auf eine östrogene Aktivität gezogen wer-
den. Da dieser Versuch keine Östrogenität von 7OPN erkenne ließ, wird er in dieser Arbeit
nicht weiter beschrieben. Andererseits wurden MVLN-Zellen eingesetzt. Dabei handelt es
sich um von ERα-positiven MCF7-Zellen abgeleitete Zellen, die mit einem Vitellogenin-
A2-Promotor/Luziferase-Reporter-Konstrukt stabil transﬁziert wurden. Die Luziferase-
Aktivität dient dabei als Reporter für östrogene Aktivität.
Zur Untersuchung der Wirkung der Testsubstanzen in vivo wurden zwei Tierversuche
durchgeführt und ausgewertet.
Zum einen wurde in unserer Arbeitsgruppe ein Versuch an ovariektomierten Wistar-
Ratten durchgeführt, bei dem die zeitabhängige Wirkung der Flavonoide 6DMAN und
8PN untersucht werden sollte. Die Behandlungszeiten betrugen dabei 7 h, 24 h und 72 h.
Als Kontrollgruppen wurden mit der Trägersubstanz (Negativkontrolle) und mit E2 (Po-
sitivkontrolle) behandelte Tiere eingesetzt. Zusätzlich gab es eine Gruppe von Ratten, die
72 h mit 7OPN behandelt wurde, um erste Daten über die Wirkung dieses Flavonoids
in vivo zu gewinnen. Untersucht wurden dabei neben dem Uterusgewicht als klassischem
Indikator östrogener Wirkung der Einﬂuß der Testsubstanzen auf die Expressionsrate E2-
regulierter Gene im Uterus sowie in der Vena cava. Die Vena cava wurde repräsentativ
für das Gefäßsystem gewählt, weil sie ein ausreichend großes und aufgrund des relativ
geringen Anteils glatter Muskulatur gut zu bearbeitendes Gefäß darstellt.
Der zweite Tierversuch wurde bei der Firma Schaper & Brümmer GmbH & Co. KG
an ovariektomierten DA/Han-Ratten durchgeführt. Diese Tiere wurden 17 Tage lang mit
iCR behandelt. Um eine mögliche östrogene Wirkung bestätigen zu können, wurde das
iCR in einer weiteren Gruppe von Tieren in Kombination mit dem reinen Antiöstrogen
Fulvestrant verabreicht. Als Kontrollen wurde je eine Gruppe Ratten mit folgenden Sub-
stanzen behandelt: 17β-Östradiol (E2), Fulvestrant, sowie eine Kombination dieser beiden
Substanzen. Als Negativkontrolle diente eine Gruppe ovariektomierter aber unbehandelter
Tiere. Auch hier wurden sowohl Uterusgewicht, als auch die relative Expressionsrate E2-
regulierter Gene im Uterus und der Vena cava bestimmt. Darüber hinaus war hier genug
Zeit vorhanden, die Genexpression in der Aorta, als einem weiteren wichtigen Gefäß, sowie
die Expression E2-regulierter, für die Funktion des Gefäßsystems bedeutender Gene in der
leber zu messen.
1.11 Überblick über die untersuchten Substanzen
1.11.1 isopropanolischer Extrakt aus dem Rhizom von Cimicifuga racemosa
In dieser Arbeit wurde ein ispropanolischer Extrakt des Rhizoms von Cimicifuga racemosa
von der Firma Schaper & Brümmer GmbH & Co. KG, Salzgitter, Deutschland verwendet.
Cimicifuga racemosa (L.) Nutt., auch bekannt als Actea racemosa L. ist eine ausdauernde
Pﬂanze der Wälder des östlichen Nordamerikas. Sie gehört zur Familie der Ranunculaceae,
wird ca. 1,20 m bis 2,40 m hoch und besitzt große wechselständige, dreiteilige, doppelt
geﬁederte Blätter. Die langen stabförmigen weißen Blüten stehen in Trauben. Ihr auﬀäl-
ligstes Merkmal sind die vielen großen Staubblätter aus schmalen Filamenten und weißen
Antheren. Die Früchte bestehen aus einer trockenen ovalen gerippten Kapsel mit einer ven-
tralen Naht. Darin beﬁnden sich acht bis zehn braune dreieckige Samen in zwei Reihen. Die
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Blütezeit ist je nach Region zwischen Mitte Juni und Anfang August. Cimicifuga racemosa
wächst vorzugsweise an Hängen in schattigen dichten Wäldern. Ihr natürliches Vorkommen
erstreckt sich im Osten von Massachusetts bis South Carolina, im Westen bis Arkansas
und Missouri. Im Norden reicht ihr Verbreitungsgebiet bis ins südliche Ontario.(93, 94)
Als Heilpﬂanze fand Cimicifuga racemosa schon bei den nordamerikanischen Ureinwoh-
nern Verwendung. Allerdings gibt es nur wenige Informationen über die Krankheiten, bei
denen die Traubensilberkerze angewandt wurde. Oﬀenbar gibt es auch große Unterschie-
de zwischen den verschiedenen Völkern bezüglich der Beschwerden, bei denen Cimicifuga
racemosa eingesetzt wurde. Bekannt sind u.a. die Anwendung als Mittel gegen Rheu-
ma, zur Stimulierung des Milchﬂusses, gegen Nierenbeschwerden, gegen Müdigkeit, gegen
Erkältungen, Rückenschmerzen und Verstopfung, als Einschlafmittel für Babies und zur
Senkung von Fieber. Dabei wurden verschiedene Teile der Pﬂanze auf verschiedene Art ver-
abreicht. Bekannt sind die Zuberetung von Tees und das Vergären der Wurzeln zu einem
alkoholischen Getränk. Dieses soll auch eine anregende, harntreibende, ﬁebersenkende,
den Eintritt der Monatsregel fördernde und gefäßerweiternde Wirkung gehabt haben. Die
Blätter wurden zur Behandlung von wunden Stellen bei Babies eingesetzt.(93)
Abgesehen von der Nutzung durch die Ureinwohner Nordamerikas fand die Traubensil-
berkerze erst Anfang des 19. Jahrhunderts Anwendung in der Hausmedizin. Dies ist zu-
rückzuführen auf eine Veröﬀentlichung von William Hand 1818(95), der demWurzelaufguß
darin eine ﬁebersenkende und harntreibende Wirkung zusprach. Die erste neue Anwen-
dung, die bei den Indianern noch nicht bekannt war, war die Verwendung gegen Pocken.
Dazu kamen noch die Anwendung bei verschiedenen Nervenleiden, Rheuma, als schweiß-
treibendes Mittel bei Fieber und andere. Gegen Mitte des 19. Jahrhunderts begann man
in den Veröﬀentlichungen, sich auf die Anwendung bei Frauenleiden zu konzentrieren. Al-
lerdings verlor Cimicifuga racemosa gegen Ende des 19. Jahrhunderts als Heilmittel an
Bedeutung.(93)
In Europa wurde die Traubensilberkerze in der ersten Hälfte des 20. Jahrhunderts vor-
rangig als Homöopathikum genutzt. Erst in den dreißiger Jahren wurde begonnen, Cimi-
cifuga racemosa ernsthaft klinisch zu erproben und wissenschaftlich zu erforschen. Mitte
der vierziger Jahre gab es erste Hinweise auf östrogenartige Wirkungen. Daraufhin fand
in Deutschland eine große Zahl von klinischen Studien statt. Bis 1962 wurden 14 Stu-
dien oder Berichte über den Cimicifuga racemosa-Wurzelextrakt Remifemin, die mehr
als 1500 Patienten einschlossen, verfaßt. Diese waren zwar nach heutigen Standards nicht
als kontrolliert zu bezeichnen, es zeigte sich aber, daß das Mittel sehr erfolgreich bei der
Behandlung menopausaler und postmenopausaler Beschwerden, wie zum Beispiel Hitzwal-
lungen, Depressionen, neurovegetativer Symptome und andere, angewendet werden kann.
Später kam noch die Verwendung bei der Behandlung des prämenstruellen Syndroms da-
zu. Dabei wurden keine Nebenwirkungen beschrieben(93). In einer späteren Studie traten
jedoch bei sieben Prozent der Probanden vorbergehende Magenbeschwerden auf (96). Die
nachfolgenden Studien konnten die Ergebnisse bestätigen.
Die erste pharmakologische Studie fand 1985 statt. Darin wurden Serum-Konzentratio-
nen von Hypophysen-Hormonen im Tierversuch gemessen. Nach einer dreitägigen Behand-
lung wurde eine deutliche Verringerung der Konzentration von Luteinizing-Hormone (LH),
das mit dem Auftreten von Hitzewallungen in Verbindung gebracht wird, festgestellt.
Demgegenber blieb die Serumkonzentration von Follikelstimulierendem Hormon (FSH)
und Prolaktin unverändert. In dieser Studie wurde auch die Vermutung aufgestellt, daß
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die aktiven Substanzen in dem Wurzelextrakt Triterpenglykoside seien(97). Diese Studie
scheint frühere Spekulationen, daß der Cimicifuga-Extrakt östrogene Wirkung besitzt zu
bestätigen.
Liske et al. führten eine klinische randomisierte Doppelblindstudie mit dem isopropa-
nolischen Wurzelextrakt von Cimicifuga racemosa durch. Dabei wurden 152 Patientinnen
mit klimakterischen Beschwerden mit entweder 40 mg oder 127 mg des Präparats pro Tag
behandelt. Es wurde keine Veränderung der Hormon-Spiegel von LH, FSH, SHGB, Pro-
lactin und E2 gemessen(98). Aus dieser Studie ergibt sich die Annahme, daß der Extrakt
keine hormonelle Wirkung besitzt.
Auch im Brustkrebsgewebe scheint es keine östrogene, das heißt proliferationsfördernde
Wirkung zu geben. Es wurde sogar eine Inhibierung der Proliferation von Brustkrebszel-
len festgestellt. Versuche, bei dem MCF7-Zellen mit einem isopropanolischen Cimicifuga-
racemosa-Extrakt behandelt wurden, lieferte das gleiche Ergebnis und führten zu der Hy-
pothese, daß iCR antiöstrogene Eigenschaften besitzt (99, 100). Ob die Fukinolische Säure,
welche ein Bestandteil von iCR ist, eine proliferationsfördernde Wirkung auf MCF7-Zellen
besitzt, ist umstritten. Andere phenolische Bestandteile, wie die Cimicifugischen Säuren
A, B, E und F, Fukiische Säure und Kaﬀeesäure haben keine Wirkung auf die Prolifera-
tion von MCF7-Zellen (101, 102). Bestandteile von iCR, die eine proliferationshemmende
oder apoptotische Wirkung auf MCF7-Zellen oder Mammakarzinome besitzen, sind bisher
ebenfalls nicht beschrieben.
Neuere Untersuchungen ergaben einen positiven Einﬂuß von Cimicifuga racemosa auf
die Knochendichte von ovariektomierten Ratten, die in Qualität und Stärke denen von
Raloxifen entsprachen. Allerdings wird vermutet, daß dieser Eﬀekt nicht ER-vermittelt ist
(103). Klinische Studien liegen dazu noch nicht vor. In vitro-Versuche mit humanen Osteo-
blasten lassen jedoch einen Anstieg der mRNA-Expression von Osteoprotegerin erkennen.
Hierbei handelt es sich um einen potenten Inhibitor der Knochenresorption. Es wird da-
her vermutet, daß iCR geeignet ist, den durch die Menopause eingeleiteten Rückgang der
Knochendichte zu verringern (104).
Ein Tierversuch an ovariektomierten Ratten mit isopropanolischem Cimicifuga racemo-
sa-Extrakt legt den Verdacht nahe, daß die Linderung von menopausalen Hitzewallungen
durch Cimicifuga racemosa durch den Serotoninrezeptor vermittelt wird (105).
Bisher sind keine nennenswerten Nebenwirkungen von Extrakten aus Cimicifuga ra-
cemosa bekannt. Zwar wurde in einigen wenigen Fällen nach Einnahme von Cimicifuga
racemosa-Extrakten oder Präparaten, welche Cimicifuga racemosa-Extrakt enthielten, ein
akutes Leberversagen beobachtet (106, 107), allerdings konnte nicht schlüssig gezeigt wer-
den, daß dieses tatsächlich durch den Extrakt von Cimicifuga racemosa ausgelöst wurde
(108, 109). Desweiteren geht man davon aus, daß Cimicifuga racemosa weder toxisch noch
mutagen ist (93).
1.11.2 Naringenine
Naringenin ist das Grundgerüst der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Flavanone.
Zwar ist das östrogene Potential des Naringenins selbst sehr gering (110), aber bereits erste
Versuche mit 8-Prenylnaringenin zeigten, daß die Substitution mit funktionellen Gruppen
in Abhängigkeit von der Position zu einer mehr oder minder ausgeprägten Östrogenität























Abbildung 1.9: Strukturformeln des Flavanons Naringenin sowie dessen in dieser Ar-
beit untersuchten Derivate 6-(1,1-Dimethylallyl)Naringenin, 8-Prenylnaringenin und 7-
Oxyprenylnaringenin-4'-Azetat
Eﬀekt hat, während eine Substituierung mit einer Prenylgruppe in Position 7 oder 6 kaum
Veränderungen der östrogenen Aktivität des Naringenins hervorrief. Trotzdem zeigte sich
später, daß andere funktionielle Gruppen, wie die Dimethylallyl-Gruppe des 6DMANs
auch in Position 6 zu einer östrogenen Wirkung führen können (110). Dies führte zu
der Überlegung, ein weiteres durch chemische Synthese verfügbares Naringenin, das 7-
Oxy-Prenylnaringenin-4'-Azetat in die Untersuchungen einzubeziehen. Abb. 1.9 zeigt die
Strukturformeln aller hier untersuchten Flavanone.
22
1.11 Überblick über die untersuchten Substanzen
6-(1,1-Dimethylallyl)naringenin
6-(1,1-Dimethylallyl)naringenin (6DMAN) ist ein noch wenig untersuchtes Phytoöstrogen
aus der Gruppe der Flavanone, welches in den Blättern des afrikanischen Baumes Mo-
notes engleri Gilg. vorkommt. Es lag für die Versuche in chemisch synthetisierter Form
vor (14). Seine östrogenen und antiandrogenen Eigenschaften wurden erst vor wenigen
Jahren beschrieben (110, 112). Doch bereits 1997 beschrieben Seo et al. eine zytotoxische
Wirkung von aus den Blättern von Monotes engleri isoliertem 6DMAN auf mehrere hu-
mane Krebszellinien (113). Die Eﬀekte auf den Uterus wurden bereits in einem dreitägigen
uterotrophen Assay in Ratten untersucht. Dabei wurde 6DMAN in mehreren Konzentra-
tionen (1,5 mg/kg, 7,5 mg/kg und 15 mg/kg) täglich subcutan injiziert. Die Uteri der
so behandelten Tiere wurden mit denen einer unbehandelten, sowie mit denen einer mit
E2 behandelten Kontrollgruppe verglichen. Interessanter Weise konnte kein Einﬂuß von
6DMAN auf das Uterusgewicht festgestellt werden, obwohl ein deutlicher Einﬂuß auf die
mRNA-Expression der östrogen regulierten Gene Progesteron Rezeptor und Komplement
C3 gezeigt werden konnte (114).
8-Prenylnaringenin
8-Prenylnaringenin (8PN) zählt zu den wirksamsten Phytoöstrogenen und ist ein wesent-
lich besser untersuchtes Flavanon als 6DMAN. Es kommt in den weiblichen Blüten (Zap-
fen) des Hopfens vor und konnte auch im Bier nachgewiesen werden (13). Dabei wurde auch
dessen Östrogenität in vitro in einem Rezeptorbindungsassay gezeigt (12, 13). Erstmalig
wurde es jedoch schon 1998 als ein Bestandteil des Extraktes der südostasiatischen Pﬂanze
Anaxagorea luzonensis A. Gray (Annonaceae) beschrieben. Dabei wurde auch seine starke
östrogene Wirkung gezeigt (111).
Die Wirksamkeit in vivo konnte erstmals 1998 in ovariektomierten Ratten gezeigt wer-
den. Es wurde deutlich, daß 8PN sowohl auf den Uterus, als auch auf die Knochendichte
eine dem E2 vergleichbare Wirkung besitzt (115). Auch in Mäusen konnte ein uterotro-
pher Eﬀekt von 8PN gezeigt werden, welcher bereits bei mindestens 10-fach niedrigerer
Dosis einsetzt als bei dem bekannten Phytoöstrogen Genistein (116). Ein androgener oder
progestagener Eﬀekt von 8PN wurde nicht nachgewiesen (117).
Ein weiterer dreitägiger uterotropher Assay mit Wistar-Ratten, zeigte ähnliche Ergeb-
nisse bezügliche der Uterotrophie. Zusätzlich konnte auch eine Regulation der Expression
der östrogenabhängig regulierten Gene ERα, Clusterin und Komplement C3 festgestellt
werden. Die durch quantitative Real-Time-PCR gemessenen Eﬀekte entsprachen weitge-
hend denen, welche durch E2 hervorgerufen wurden. Allerdings war das Ausmaß der Re-
gulation durch 8PN geringer als es nach E2-Behandlung der Fall war (118). In der gleichen
Arbeit konnte gezeigt werden, daß 8PN auch in der Leber die Expression E2-abhängig re-
gulierter Gene beeinﬂußt. Wiederum entsprachen die Eﬀekte denen von E2 bei geringerem
Ausmaß der Regulation.
Zwar scheint 8PN keine organselektive Wirkung zu besitzen und stellt daher in diesem
Sinne kein SERM dar, allerdings konnte gezeigt werden, daß 8PN ein ERα-selektiver




Ein weiteres Nebenprodukt der 8PN-Synthese war 7-Prenyloxynaringenin-4'-Azetat (7OPN).
Hierbei handelt es sich ebenso um ein Mitglied der Gruppe der Flavanone. Es wurde bisher
noch in keiner Pﬂanze gefunden sondern ist in diesem Fall ein Nebenprodukt der chemi-
schen Synthese von 8PN. Es ist an zwei Stellen durch funktionelle Gruppen substituiert.
Vermutlich wird die Acetyl-Gruppe in Position 4 jedoch, sobald das Molekül in die Zelle
gelangt, durch die in jeder Zelle zahlreich vorhandenen Esterasen abgespalten, sodaß vor
allem die Isoprengruppe in Position 7 als wirksame Modiﬁkation in Frage kommt.
1.12 Überblick über die auf ihre mRNA-Expression
untersuchten Gene
Die in den verschiedenen Organen der Versuchstiere sowie in der Primärzellkultur auf ihre
Expressionsmuster untersuchten Gene lassen sich in drei Gruppen einteilen. Zum einen
sind dies in unserer Arbeitsgruppe etablierte Markergene für östrogene Regulation, die
eine besonders ausgeprägte Regulation nach Behandlung mit Östrogenen im untersuch-
ten Organ zeigen und für die wenige andere Regulationsmechanismen bekannt sind. Sie
sind daher auch gut zur Bestimmung des östrogenen Potentials von noch nicht untersuch-
ten Testsubstanzen geeignet. Dabei handelt es sich insbesondere um Komplement C3 im
Uterus, aber auch PR, Clu und die Östrogenrezeptoren α und β zählen dazu.
Weiterhin wurden Gene untersucht, die von hoher Relevanz für die Funktion des Or-
gans bzw. für Erkrankungen oder Karzinome sind, deren E2-abhängige Regulation aber
bisher weniger gut untersucht war, oder aber nicht immer einen geeigneter Marker für
die Untersuchung östrogener Regulation darstellen, da sie entweder häuﬁg auch durch
andere Faktoren reguliert werden oder aber nicht in jeder Situation östrogen reguliert
sind. Die Proliferationsmarker PCNA und KI67 zählen hierzu, da sie keine speziﬁschen
Anzeiger für eine östrogene Regulation darstellen sondern allgemein während verstärkter
Zellproliferation, wie sie bei der zyklischen Vergrößerung des Uterus, bei der Tumorgene-
se oder aber auch während der Angiogenese auftritt, hochreguliert werden. Auch VEGF
und VEGFR2 sind nicht unbedingt Indikatoren einer östrogenen Wirkung. Sie sind jedoch
auch als östrogen reguliert beschreiben und von herausragender Bedeutung für die Vasku-
larisierung gesunder Gewebe, wie auch von Tumoren und des sich zyklisch vergrößernden
Endometriums des Uterus. Auch viele weitere untersuchte Gene, die in den folgenden
Abschnitten beschrieben werden, wie eNOS, ACE, ApoA1, Cyp7A1 und COX2 unterlie-
gen neben der östrogenen Regulation vielfältigen weiteren Regulationsmechanismen und
stellen daher keine geeigneten Marker für östrogene Regulation dar. Über eine mögliche
E2-abhängige Regulation des Ah-Rezeptor-Gens existieren bisher nur Vermutungen. Es
wurde gewählt um den Einﬂuß des östrogenen Systems auf das Ah-Rezeptor-gesteuerte
System des Schadstoﬀabbaus zu untersuchen.
Zur Untermauerung dieser Untersuchungen wurde die Expression einer dritten Gruppe
von Genen gemessen. Diese Gene sind als Ah-Rezeptor-reguliert beschrieben und haben
im System des Schadstoﬀabbaus eine große Bedeutung. Dabei handelt es sich um Cyp1A1,
Cyp1A2 und NMOR.
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1.12.1 Östrogenrezeptoren
Die beiden Östrogenrezeptoren α und β spielen nicht nur, wie im Abschnitt 1.5.4 auf Seite
8 dargestellt, eine entscheidende Rolle beim Mechanismus der östrogenen Wirkung, sie sind
gleichzeitig selbst Gene, deren Expression E2-reguliert ist. Dadurch entsteht ein Regelkreis
in Form einer Rückkopplungs-Regulation, der für die östrogenabhängige Regulation der
Expression aller weiteren Gene von übergeordneter Bedeutung ist. Findet, wie man es
zum Beispiel im Uterus beobachten kann, eine Herunterregulation der ERα- und ERβ-
Expression statt (120), kann dies die Regulation weiterer östrogenregulierter Gene, wie
auch der Östrogenrezeptoren selber im zeitlichen Verlauf abschwächen.
Die E2-abhängige Regulation der Expression der ERs scheint sehr komplex zu sein.
Für den ERα konnten beispielsweise mehrere Promotoren nachgewiesen werden, welche in
Abhängigkeit vom zellulären Kontext in verschiedenen Kombinationen aktiv sein können.
Ihre Aktivität wird oﬀenbar durch nukleäre Rezeptoren über mehrere Sp1 und AP-1-
Elemente sowie perfekte und imperfekte ERE-Halfsites und Palindrome reguliert. Darüber
hinaus existieren eine Vielzahl weiterer Regulationsmechanismen (Übersicht in (121).
1.12.2 Komplement C3
Komplement C3 ist ein zentraler Baustein des Komplementsystems. Dabei handelt es sich
neben den Phagozyten um einen wesentlichen Bestandteil der angeborenen, nicht adap-
tiven Immunabwehr. Dieser evolutionär älteste Teil der Immunabwehr wirkt unspeziﬁsch
gegen eingedrungene Krankheitserreger unmittelbar nach dem diese in Kontakt mit dem
Organismus kommen. Bei diesem Gen handelt es sich also um eine potentielle Schnittstelle
zwischen dem Hormonsystem einerseits und dem Immunsystem andererseits.
Die Aktivierung von C3 spielt wahrscheinlich eine entscheidende Rolle bei der Patho-
genese von Arteriosklerose. Hierbei handelt es sich, wie allgemein bekannt, um eine Ent-
zündung die sich als Folge eines Einschlusses von low density lipoprotein (LDL) in die
arterielle Intima entwickelt. Damit sich eine Entzündung entwickelt muß das LDL bio-
chemische Veränderungen durchlaufen. Dieser Prozeß ﬁndet jedoch vermutlich auch im
gesunden Gefäß statt, da die Modiﬁzierungen zur nötigen Immunantwort führen, die ei-
ne Beseitigung des LDL einleitet. Diese Veränderungen des LDL werden wahrscheinlich
durch ubiquitär vorhandene hydrolytische Enzyme verursacht. Daraufhin bindet das ver-
änderte LDL an C-reaktives Protein, welches seinerseits zum einen das Komplementsystem
aktiviert, andererseits aber dessen Aktivität reguliert, indem es die Aktivierung der ter-
minalen Komplement-Kaskade inhibiert. Gleichzeitig werden Epitope exponiert, welche
es Makrophagen erlauben, das Lipoprotein zu erkennen und aufzunehmen. Erst bei ei-
ner Überfrachtung dieses Systems kommt es jedoch zu einer pathologischen Entwicklung,
welche zur Arteriosklerose führt. Dabei kommt es zu einer ungesteuerten Aktivierung
des Komplements und anderer Eﬀektoren des Immunsystems in den Läsionen (Übersicht
in (122, 123)). Unterstützt wird diese Annahme durch die Beobachtung, daß einerseits
Komplemet-Komplexe in arteriosklerotischen Läsionen festgestellt wurden, andererseits
jedoch eine Komplement-Deﬁzienz in Kaninchen vor Arteriosklerose schützt (124).
Besonders starker östrogener Kontrolle unterliegt die C3-Expression im Uterus, wie
in verschiedenen Experimenten in Ratten gezeigt werden konnte. (114, 118, 125). Die




Bei Clusterin (Clu) handelt es sich um ein je nach Spezies ca. 75-80kDa großes heterodime-
res Glykoprotein. Alternative Bezeichnungen sind testosterone-repressed protein message
2 (TRPM2), Apolopoprotein J (ApoJ) oder sulphated glycoprotein 2 (SGP-2). Clu wur-
de erstmals als Komponente der Flüssigkeit des Widderhodens beschrieben (127, 128).
Auch im Menschen wurde Clu zuerst als Sekretionsprotein der Sertolizellen beschrieben
(129, 130). Es ist jedoch auch in vielen anderen Körperﬂüssigkeiten, wie z.B. in humanem
Plasma, Urin, Brustmilch und Liquor vorhanden (131, 132).
Das verbreitete Vorkommen sowie die starke Konservierung seiner Gensequenz lassen auf
eine fundamentale biologische Bedeutung von Clu schließen (133). Es existieren auch eine
ganze Reihe von Hinweisen auf die Funktion von Clu, wie z.B. Lipidtransport (134), Sper-
mienreifung (127) und auch die Regulation der Komplementkaskade (135), sowie Apoptose
(136) und Membran-Recycling (137). Interessanter Weise wurden auch einige neurodege-
nerative Krankheiten mit einer erhöhten Clu-Expression in Verbindung gebracht. Dazu
zählen Hirntumoren , epileptische Foci (138), Alzheimersche Krankheit (139141) sowie
die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (142).
Allerdings zeigen Knockout-Mäuse keine oﬀensichtliche Veränderung im Wildtyp gegen-
über dem Phänotyp (143). In vitro-Untersuchungen haben jedoch gezeigt, daß Clu eine
Chaperon-ähnliche Funktion ausübt. Man nimmt daher an, daß es eine sHSP-artige zyto-
protektive Wirkung hat (144). Ob jedoch alle beschriebenen Funktionen auf diesen Eﬀekt
zurückgeführt werden können, bleibt weiterhin oﬀen.
Diese Vielfalt der möglichen Funktionen bedingt auch eine enstrechend komplexe Pro-
motorregion, um eine adequate hormonelle Regulation der Expression zu ermöglichen. Die
Promotor-Region enthält daher eine ganze Reihe möglicher Bindungsmotive für Tran-
skriptionsfaktoren. Bisher beschrieben wurden zwei AP-1-Bindungsstellen, eine AP-2-
Bindungsstelle innerhalb der ersten 55 bp stromauf des Transkriptionsstartpunktes, außer-
dem acht Halfsites des Glukocorticoid- /Androgenresponsiven Elements und ein cAMP-
responsives Element innerhalb des ersten Exons (145, 146).
Die östrogene Regulation von Clusterin im Endometrium konnte sowohl in vitro (RUCA-
I-Zellen) als auch in vivo im gesunden Endometrium und in primären aus injizierten
RUCA-I-Zellen gebildeten Tumoren demonstriert werden (147). Dabei kommt es im En-
dometrium zu einer Inhibierung der Clu-mRNA-Expression nach E2-Behandlung, aber
zu einer erhöhten Clu-Expression sowohl in RUCA-I-Zellen als auch in Tumoren. Durch
gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant konnten diese Eﬀekte verhindert werden. In die-
sem Versuch konnte also gezeigt werden, daß Clu in gesundem Gewebe und in Tumoren
durch Östradiol entgegengesetzt reguliert wird. Eine diﬀerentielle Genexpression ist auch
für den weiblichen Genitaltrakt beschrieben worden. Sowohl beim Menschen als auch bei
der Maus konnten zu unterschiedlichen Zeitpunkten des Zyklus unterschiedliche Mengen
Clu-mRNA gemessen werden (148).
1.12.4 Progesteronrezeptor
Der Progesteronrezeptor (PR) vermittelt die physiologische Wirkung des Steroid-Hormons
Progesteron. Es handelt sich also, genau wie bei den Östrogenrezeptoren um ein Mitglied
der Steroid-Rezeptor-Superfamilie. Progesteron hat seine hauptsächliche Bedeutung in der
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Etablierung und dem Erhalt einer Schwangerschaft. Das humane PR-Gen nutzt zwei un-
terschiedliche Promotoren und Transkriptionsstarts, um zwei Isoformen hPRA, und hPRB
zu produzieren. Diese sind bis auf 165 zusätzliche Aminosäuren am N-Terminus von hPRB,
welche für eine zusätzliche Aktivatorfunktion (AF-3) kodieren, identisch. Trotzdem unter-
scheiden sich beide Varianten stark in ihrer transkriptionellen Aktivität und physiologi-
schen Funtion (149).
Obwohl sowohl hPRA als auch hPRB eine sogenannte inhibitorische Domäne enthalten,
ist diese ausschließlich in hPRA aktiv, was darauf hindeutet, daß die beiden Rezeptoren
unterschiedliche Konformationen besitzen, welche zu einer unterschiedlichen Rekrutierung
von Kofaktoren führt. Dies führt vermutlich dazu, daß hPRA einen starken ligandenab-
hängigen Transrepressor für die Aktivität verschiedener Steroidhormonrezeptoren u. a.
auch der ER darstellt, während hPRB in den meisten Zell- und Promotorkontexten als
ebenfalls ligandenabhängiger transkriptioneller Aktivator wirkt, indem es als Homodimer
an ein progesteronresponsives Element (PRE) in der Promotorregion des Zielgens bindet
(150).
Trotz der Tatsache, daß der Promoter von PR kein palindromisches ERE besitzt, un-
terliegt die Transkription dieses Gens der östrogenen Kontrolle. In MCF-7-Zellen konnte
eine Hochregulation sowohl der PR-mRNA-Expression als auch des Proteins festgestellt
werden (151). Im Uterus von Ratten konnte dieser Eﬀekt bestätigt werden, es zeigte sich
dabei auch, daß die Proteinkonzentration zwar über den gesamten Untersuchungszeit-
raum anstieg, die mRNA-Expression jedoch nach 24 h ein Maximum erreichte und danach
zurückging (152). Es sind mehrere Sp1-Elemente bzw. ERE/SP-1-Elemente sowie zwei
AP-1-Elemente in der Promotor-Region von PR bekannt, deren Beitrag zur östrogenen
Regulation der PR-Transkription in transﬁzierten Knochen- (U2OS), Uterus (HEC-1) und
Brust- (SK-BR3)-Zellinien gezeigt werden konnte (56).
1.12.5 Cyclooxygenase 2
Die Cyclooxygenase 2 (COX2), auch als Prostaglandin-G2/H2-Synthase 2 bezeichnet, ist
eines von zwei Enzymen, welche den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt im Metabo-
lismus von Arachidonsäure zu Prostaglandin H2(PGH2) katalysieren. Bei dem anderen
Enzym handelt es sich um COX1. PGH2 wird dann zu den primären bioaktiven Prostag-
landinen metabolisiert. Dazu gehören unter anderem PGE2, PGI2, PGD2, PGF1α und
Thromboxan A2. Während COX1 Prostaglandine für zelluläre Housekeeping-Funktionen
produziert, ist COX2 induzierbar und spielt eine wichtige Rolle bei biologischen Ereig-
nissen wie Verletzungen, Entzündungen und Proliferation (153, 154). Bereits 1971 wurde
COX als Zielmolekül von Aspirin identiﬁziert (155). Weiterhin sind Prostaglandine an
der Regulation der gastrointestinalen Motilität, und an der Immunantwort beteiligt (156).
Herausgehoben werden soll hier die Beobachtung, daß COX2 oﬀensichtlich eine große Rolle
der E2-induzierten Vasodilation spielt, wie in einer Studie mit postmenopausalen Frauen
gezeigt wurde (157). Auch bei der durch inﬂammatorische Zytokine induzierten Angioge-
nese spielt COX2 eine entscheidende Rolle (158).
Die Erkenntnis, daß vor allem COX2, nicht aber COX1 für die verstärkte Prostanoid-
Produktion während einer Entzündung verantwortlich ist, führte zur Entwicklung einer
ganzen Reihe von mehr oder weniger speziﬁschen COX2-Inhibitoren als Analgetika, Anti-
pyretika und antiinﬂammatorische Mittel (159).
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Die Regulation der COX2-Expression durch Steroide konnte sowohl in vivo als auch
in vitro beobachtet werden. So konnte eine starke Regulation der COX2-Expression auf
Proteinebene während des Menstruationszyklus im Endometrium von Schafen beobachtet
werden (160), aber auch in den Follikeln von Ratten und Rindern wurde während der
Ovulation eine starke hormonabhängige Induktion der COX2-Expression nachgewiesen
(161163). Im Uterus von ovariektomierten Ratten wurde ebenfalls eine zeitabhängige
Stimulation der COX2-Expression durch E2 gezeigt. In der Vena cava wurde jedoch eine
Herunterregulation der COX2-mRNA-Expression durch die Behandlung mit E2 festgestellt
(164).
In bovinen endometrialen Epithelzellen konnte eine Inhibierung der COX2-mRNA-
Expression durch E2 gezeigt werden, während in den endometrialen Stromazellen keine
veränderte COX2-Expression festgestellt wurde (165). Im Gegensatz zu dem im vorherigen
Abschnitt beschriebenen in vivo-Experiment an ovariektomierten Ratten, wo eine verrin-
gerte COX2-Expression nach E2-Behandlung in der Vena cava gezeigt wurde, konnte in
HUVECs eine Zunahme der COX2-Expression auf Proteinebene gemessen werden, welche
auch mit einer gesteigerten Enzymaktivität einherging. Dabei wurde ein Wirkmechanis-
mus vorgeschlagen, der die Protein-Kinase C involviert, aber auch andere Wege wurden
nicht ausgeschlossen (166).
Neben der Regulation der COX-Expression konnte aber auch eine Beeinﬂussung der
COX-Aktivität im Gefäßsystem festgestellt werden. So fand man kürzlich heraus, daß
E2 vermutlich das primäre Endprodukt von COX1 vom Vasiconstrictor PGH2 zum Va-
sodilator Prostacyclin verschiebt, was mit einem vergrößerten Durchmesser der mittleren
Hirnarterie einhergeht (167).
Die Beispiele zeigen, daß die Regulation der COX2-Expression komplex ist. Selbst, wenn
man nur den Einﬂuß von E2 betrachtet, zeigt sich ein von Organ, Gewebe, Zelltyp und
Testsystem abhängiges Regulationsmuster. Oﬀensichtlich werden dabei verschiedene Si-
gnalwege beeinﬂußt. Die COX2-Promotorregion besitzt in der Tat responsive Elemente
für eine Vielzahl von Transkriptionsfaktoren. Dazu zählen unter anderem cAMP, IL6,
NFκB und TGFβ. Ein ERE wurde jedoch nicht beschrieben. In einigen Veröﬀentlichun-
gen wurde eine COX2-Regulation über den NFκB-Weg nachgewiesen (5860). Über diesen
Weg wäre daher auch die östrogene Regulation von COX2 erklärbar, sofern es sich um eine
Herunterregulation handelt.
1.12.6 Endotheliale Stickstoﬀmonixid-Synthase
Bei der endothelialen Stickstoﬀmonoxid-Synthase (eNOS oder NOS3) handelt es sich um
eine von drei Isoformen der NO-Synthase, welche durch die Reaktion von L-Arginin,
NADPH und Sauerstoﬀ zu dem freien Radikal NO, NADP und Citrullin katalysiert (168).
Bei NO handelt es sich um den primären endothelialen Relaxationsfaktor (endothelium
derived relaxing factor, EDRF) (169). EDRF ist entscheidend für die Regulation des vaso-
motorischen Tonus und des Blutﬂusses. Dies wird durch die Inhibierung der Kontraktion
der glatten Muskelzellen der Gefäßwand und der Thrombozytenaggregation erreicht (170).
Im Gegensatz zu den anderen beiden NOS ncNOS (neuronales NOS, NOS1), welches vor
allem in Neuronen vorkommt, und iNOS (inducible NOS, NOS2), welches hauptsächlich in
Makrophagen exprimiert wird, ﬁndet man eNOS vor allem im Endothel der Gefäßwände.
Bei eNOS handelt es sich um ein membrangebundenes Protein von 135 kDA. In ihrer
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aktiven Form bestehen alle NOS aus zwei NOS-Monomeren, die mit einem Calmodulin-
Dimer und einer Reihe weiterer fest gebundener Cofaktoren, darunter auch Häm, assoziiert
sind (168).
Der akute Eﬀekt von NO besteht in der Vasodilation. Da die NO-Produktion auch
durch die Scherkräfte des Blutstroms aktiviert werden kann, existiert damit ein Rück-
kopplungsmechanismus, um den Blutdruck konstant zu halten. Ist die eNOS-Expression
jedoch inhibiert, wird dieser Regelkreis außer Kraft gesetzt. In der Folge kommt es zu
einer verstärkten Vasokonstriktion und Bluthochdruck. Neben dieser enormen Bedeutung
für die vaskuläre Homöostase spielt NO jedoch auch eine große Rolle im Zellmetabolis-
mus. Es hemmt die Zellatmung, indem es den apparanten Km der Cytochrom-c-Oxidase
für Sauerstoﬀ erhöht.
Während die Expression von iNOS durch Zytokine induziert wird, galten ncNOS und
eNOS lange Zeit als konstitutiv exprimiert. Inzwischen sind jedoch eine ganze Reihe von
Regulationsmechanismen für die Expression von eNOS bekannt. Scherkräfte können eben-
so einen Einﬂuß auf die Expression von eNOS haben wie Sauerstoﬀpartialdruck, Prolife-
ration und Wachstumsstatus der Endothelzellen. Außerdem konnte der Einﬂuß von Zy-
tokinen, Wachstumsfaktoren, oxidiertem LDL, Lysophosphatidylcholinen und Östrogenen
und anderen Steroidhormonen auf die Expression der eNOS-mRNA nachgewiesen werden
(Übersicht in (171)). Auch die Promotorregion von eNOS enthält oﬀenbar mehrere Erken-
nungssequenzen für Transkriptionsfaktoren. Darunter sind Sp1, AP-1, AP-2, CF-1, und
NF-1 (171).
1.12.7 Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (VEGF) und
VEGF-Rezeptor 2
Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor (VEGF) ist ein Mitogen, welches im Gegen-
satz zu vielen anderen Mitogenen nur auf bestimmte Zellen, nämlich auf die vaskulären
Endothelzellen wirkt (172). VEGF gehört zu den stärksten und speziﬁschsten angiogenen
Faktoren. Es ist aktiv als glykosiliertes homodimeres Protein und bewirkt unter anderem
endotheliale Zellproliferation, Migration, die Organisation der Endothelzellen in Röhren
und eine verstärkte Permeabilität des Endothels. Dies alles sind Teile der angiogenen Kas-
kade.
Neben dem Protein mit voller Länge wurden noch drei weitere Spleißvarianten entdeckt
(172, 173). Folkman stellte 1995 die enorme Bedeutung von VEGF und seinen Rezeptoren
für die Tumorentwicklung fest und schlug zur Krebsbekämpfung Eingriﬀe in den VEGF-
Signalweg vor (174). Da VEGF den hauptsächlichen räumlichen und zeitlichen Vermittler
der zyklischen Neovaskularisierung im Uterus darstellt, und dieser Prozeß ebenfalls E2-
gesteuert ist (175), ist VEGF auch im Uterus ein interessanter Endpunkt zur Bestimmung
östrogener Wirksamkeit von Substanzen.
Die Wirkung von VEGF wird über die membrangebundenen VEGF-Rezeptoren (VEGFR)
vermittelt. Diese existieren in den drei Isoformen VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3.
VEGFR-2 wird hauptsächlich in vaskulären Endothelzellen exprimiert. Eine Regulation
der Transkription von VEGFR-2 durch Östradiol konnte unter anderem in verschiedenen
vaskulären Endothelzellen und in Brustkrebszellen gezeigt werden (176178). Dieser Eﬀekt




1.12.8 Angiotensin I-Converting Enzyme
Die Dipeptidyl-Carboxypeptidase Angiotensin I-Converting Enzyme (ACE) ist ein Schlüs-
selenzym des Renin-Angiotensin-Systems. Dieses System spielt eine bedeutende Rolle bei
der Kontrolle der Herzfunktion und des Blutdrucks. Es ist verantwortlich für die Umwand-
lung von Angiotensin I in den aktiven Vasokonstriktor Angiotensin II. Angiotensin II hat
eine Reihe von Wirkungen auf das kardiovaskuläre System. Dazu gehören die systemi-
sche und die koronare Vasokonstriktion, aber auch die Stimulierung des Wachstums von
vaskulären glatten Muskulaturzellen.
Daneben wird eine Vasokonstriktion auch durch den Abbau von Bradykinin erreicht.
Dabei handelt es sich um ein Nonapeptid, welches einen potenten Vasodilator in den
peripheren Arterien darstellt. Weiterhin konnte ein Abbau von Angiotensin (1-7), einem
Vasodilator der Herzkranzgefäße, beobachtet werden. Bradykinin und Angiotensin (1-7)
wirken über eine Vielzahl von Mechansimen unter anderem über die Freisetzung von NO.
Auf diese Weise wechselwirkt ACE auch mit der Funktion von eNOS.
Durch das Zusammenspiel all dieser Eﬀekte kann ein hoher ACE-Spiegel zu Bluthoch-
druck führen. ACE-Inhibitoren werden daher erfolgreich zu dessen Behandlung eingesetzt
(Übersicht in (179, 180).
Ein Hemmung der ACE-mRNA-Expression, sowie eine daraus folgende verringerte ACE-
Aktivität nach Behandlung mit E2 konnte in medulla und Cortex der Nieren, den Lungen
sowie der Aorta von Ratten festgestellt werden. Diese Herunterregulation der ACE-mRNA-
Expression könnte auch ein Grund für die kardioprotektive Wirkung von ACE sein (181).
Allerdings enthält der Promotor des ACE-Gens oﬀenbar kein ERE. Etwa 300 bp stromauf
des Transkriptionsstarts wurde beim Kaninchen eine AP-1-Bindestelle identiﬁziert. Es
ist daher denkbar, daß die Regulation der ACE-mRNA-Expression durch E2 über die
Bindung des Östrogenrezeptor-Liganden-Komplexes an das Fos-Jun-Heterodimer erfolgt
(182). (siehe auch Abschnitt 1.5.4 auf Seite 8. Das humane ACE-Gen ist auf Chromosom
17 (17q23) lokalisiert (183).
1.12.9 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA)
Einer der beiden untersuchten Proliferationsmarker ist PCNA. Dabei handelt es sich um
ein stark konserviertes nukleäres Protein, dessen Expression mit dem Proliferationssta-
tus der Zelle korreliert. PCNA ist ein Kofaktor der DNA-Polymerase δ. Diese besitzt im
Gegensatz zur DNA-Polymerase α, β und γ eine 3'-5'-Exonukleaseaktivität. Diese Korrek-
turlesefunktion führt zu der Annahme, daß die DNA-Polymerase δ eine große Bedeutung
für die Genauigkeit der DNA-Replikation besitzt (184).
1.12.10 KI-67
Bei dem zweiten Proliferationsmarker, dessen Expression im Rahmen der Arbeit unter-
sucht wurde handelt es sich um das proliferationsspeziﬁsche Antigen KI-67. Es wird aus-
schließlich in proliferierenden Zellen exprimiert und wird durch den kommerziellen An-
tikörper KI-67 detektiert, welcher der Identiﬁzierung proliferierender Zellen in Tumoren
dient. Die Expression des Protein ﬁndet vor allem während der späten G1-, S-, G2- und M-
Phase statt, während in der G0-Phase kein Protein nachgewiesen werden kann. Die genaue
Funktion des Proteins ist unbekannt, allerdings suggerieren Antisense-RNA-Experimente,
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daß KI-67 für die Proliferation von Zellen essentiell ist, da KI67-Antisense-mRNA zu einer
Inhibierung der Proliferation von humanen glumerularen mesangialen Zellen führte (185).
1.12.11 Cytochrom P450 7A1
Wie im Abschnitt 1.8 auf Seite 13 beschrieben, wird vermutet, daß ein Teil des atheropro-
tektiven Eﬀekts von E2 auf seinen Einﬂuß auf den Cholesterin-Metabolismus zurückzufüh-
ren ist. Der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Abbaus von Cholesterin zu
Gallensäure wird von Cytochrom P450 7A1 (CYP7A1), auch Cholesterol 7-α-Hydroxylase
genannt, katalysiert. Schon lange ist ein Einﬂuß von E2 auf dessen Aktivität und Expres-
sion bekannt (186). Es stellt daher ein besonders interessantes Untersuchungsobjekt für
die östrogenartige Wirkung von Testsubstanzen auf das Gefäßsystem dar. Neuere Unter-
suchungen ergaben eine biphasische Wirkung von E2 auf Expression und Aktivität von
CYP7A1 in Ratten. Dabei führte eine niedrige (physiologische) E2-Dosis zu einem Anstieg
beider Endpunkte und eine höhere (pharmakologische) Dosis bewirkte eine Verringerung
von CYP7A1-Expression und Aktivität (66).
1.12.12 Apolipoprotein A1
Bei dem Apolipoprotein A1 (ApoA1) handelt es sich um ein Strukturprotein des HDL,
welches für den Rücktransport des Cholesterins zur Leber zuständig ist. Seine Expressi-
onsrate entscheidet mit über das Verhältnis HDL zu LDL. Es konnte gezeigt werden, daß
seine Expression in der Leber von Ratten nach Behandlung mit E2 dosisabhängig ansteigt.
Dies führt zu einem günstigeren HDL zu LDL Verhältnis. Auch die HDL-Konzentration
steigt trotz geringer werdender Gesamt-Cholesterin-Konzentration an. (66)
1.12.13 Aryl-Hydrocarbonrezeptor
Der Aryl-Hydrocarbonrezeptor ist ein intrazellulärer Rezeptor. Sein endogener Ligand ist
bisher unbekannt. Allerdings besitzt er eine starke Aﬃnität zu halogenierten aromati-
schen Kohlenwasserstoﬀen. Diese treten in der Umwelt vor allem als Produkte von Ne-
benreaktionen bei der Produktion chemischer Erzeugnisse und bei der Müllverbrennung
auf. Sie bewirken eine starke pleiotrope Toxizität einschließlich Teratogenität, Immun-
suppression, endotheliale Erkrankungen und Tumorentstehung. Ein typisches Beispiel ist
2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin (TCCD, Dioxin). Der Wirkmechanismus dieser AhR-
vermittelten Toxizität ähnelt dem der Steroidrezeptoren. Bei Abwesenheit von Liganden
ist der AhR diﬀus im Zytosol verteilt und durch eine leichte Bindung an HSP 90, das Cha-
peron Immunophilin, das Cochaperon p23 und einige andere inaktiv. Die toxische Wirkung
der aromatischen Hydrocarbone wird im Körper durch Aldehyddehydrogenasen, Chinon-
reduktasen, und verschiedene andere metabilisierende Enzyme, deren Expression durch
den aktivierten AhR stimuliert wird, verursacht. Dabei bindet der ligandenaktivierte AhR
als Heterodimer mit dem AhR-nuclear translocator (ARNT) an cis-aktive AhR-responsive
Elemente. welche auch Dioxin-responsive Elemente (DRE) genannt werden (Übersicht in
(187)).
Zu den so aktivierten Genen gehören eine ganze Reihe Genen, welche für Enzyme der
xenobiotischen Biotransformation kodieren. Unter anderem sind dies einige Mitglieder
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der Cytochrom-P450-Familie, wie CYP1A1, CYP1A2 und CYP1B1, UDP-Glucoronyl-
Transferase, NAD(P)H-Menadion-Oxidoreduktase (NMOR), Klasse 3 zytosolische Alde-
hyddehydrogenase und Glutathion-S-Transferase A2 (GSTA2). Darüber hinaus scheint der
AhR eine wichtige Rolle in der Biosynthese von Phosphatidylcholin, dem Metabolismus
von Arachidonsäure, der Deacetylierung von Lipiden, der Expression von Phospholipase
A2, der γ-Glutamyltranspeptidase und der Proteinkinase C zu spielen (188191). Durch
umfangreiche biochemische und genetische Studien konnte ein Einﬂuß des AhR auf die
Embryogenese, die Leberfunktion, die Funktion des Immunsystems, die Proliferation und
Diﬀerenzierung von Zellen und die Organogenese nachgewiesen werden (192197).
Während ein Einﬂuß des aktivierten AhR auf die Expression E2-regulierter Gene vielfach
gezeigt werden konnte (198201) und selektive AhR-Modulatoren zur Behandlung hormo-
nabhängig wachsender Tumoren diskutiert werden, ist wenig Konkretes darüber bekannt,
ob E2 und andere Östrogene einen Einﬂuß auf die Expression des AhR bzw. AhR-regulierte
Gene hat. Ein in vitro-Versuch in Ratten zeigte eine zyklusgesteuerte AhR-Expression in
der Leber, aber es konnte kein direkter Einﬂuß von E2 auf die Expression des AhR nach-
gewiesen werden (202). Auch in Granulosa-Zellen von Rhesusaﬀen führte eine Behandlung
mit einem GnRH-Antagonisten zur Inhibierung der Steroidproduktion zu keiner veränder-
ten AhR-Expression (203). Für die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurde der
AhR und einige AhR-regulierte Gene jedoch auch deshalb ausgesucht, weil einige Flavo-
noide als Regulatoren der AhR-Aktivität beschrieben wurden, was zu einem Schutz vor
der durch Dioxine ausgelösten Toxizität führen soll (204).
1.12.14 Cytochrom P450 1A1
Cytochrom P450 (CYP) ist eine Superfamilie von Hämoproteinen. Diese Proteine kataly-
sieren die Monooxygenierung verschiedener endogener und exogener Substrate (205). Mit-
glieder der Familien CYP1, 2, 3 und 4 metabolisieren hauptsächlich exogene Chemikalien,
beispielsweise Pharmazeutika, Nahrungsmittelzusätze und Umweltschadstoﬀe (206). Die
CYP-Gene sind im allgemeinen durch ihre Substrate induzierbar. Bei der CYP1-Familie
ist dafür ein AhR-ARNT-Heterodimer, welches an ein DRE bindet, zuständig (206).
Das Gen des Phase I Cytochrom P450 CYP1A1, welches unter anderem Benzo(a)pyren
metabolisiert, ist auf Chromosom 15 (15q22-q24) lokalisiert. Es ist von CYP1A2 durch eine
23kB große Region getrennt, welche kein ORF enthält. Die beiden Gene sind gegenläuﬁg
orientiert, d.h. sie haben eine gemeinsame 5'-ﬂankierende Region. Dies läßt vermuten, daß
die beiden Gene einige gemeinsame Regulationsmechanismen besitzen. In diesem Bereich
konnte ein Konsensus-DRE und weitere DRE-Halfsites gefunden werden (207).
1.12.15 Cytochrom P450 1B1
1994 wurde die cDNA eines weiteren humanen Chytochrom P450-Proteins entdeckt, des-
sen Gen ebenfalls ein DRE besitzt und dessen Transkription durch AhR-ARNT-Komplexe
reguliert wird. CYP1B1 ist das einzige Mitglied der Subfamilie CYP1B der Cytochrom
P450 Monooxygenasen. CYP1B1 scheint in geringem Maß in vielen humanen Geweben ex-
primiert zu werden. Northern-Blot-Analysen ergaben eine bis zu 100-fache Induktion der
CYP1B1-Expression nach 24stündiger Behandlung mit 10 nM TCDD (208). In der Promo-
torregion des humanen CYP1B1 wurden neun DREs sowie zwei antisense-Sp1-Bindestellen
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identiﬁziert, welche an der Regulation der CYP1B1-Transkription beteiligt sind (209, 210).
CYP1B1 ist auch deswegen für diese Arbeit interessant, weil es ein Schlüsselenzym
bei der Metabolisierung von E2 darstellt (211). Das Produkt 4-Hydroxy-E2 wurde in
Zusammenhang mit der Kanzerogenität von E2 gebracht, da es direkt oder indirekt DNA,
Proteine und Lipide schädigt (212214). Auch eine Stimulation der CYP1B1-Expression
durch dessen Substrat E2 in MCF-7-Zellen konnte gezeigt werden. Diese Regulation wird
über die Östrogenrezeptoren gesteuert (215).
1.12.16 Glutathion-S-Transferase A2 (GSTA2)
Hierbei handelt es sich um eine Glutathion-S-Transferase der α-Klasse. Eine ältere Bezeich-
nung ist GST Ya. Die Enzymfamilie der Glutathion-S-Transferasen beinhaltet eine ganze
Reihe von zytosolischen, mitochondrialen und mikrosomalen Proteinen, die eine wichti-
ge Rolle bei der Phase II der Metabolisierung von xenobiotischen Verbindungen spielen.
Dabei werden elektrophile Zentren der Ziel-Substanzen mit der Sulphydril-Gruppe von
reduziertem Glutathion konjugiert, was zu einer besseren Löslichkeit im zellulärem und
extrazellulären Milieu führt. Dadurch wird ein Ausscheiden dieser Stoﬀe ermöglicht.
Die zytosolischen GSTs, zu denen auch GSTA2 gehört, liegen entweder als Homodimere
oder als Heterodimere vor, wobei diese oﬀenbar nur aus zwei Proteinen der gleichen Klasse
gebildet werden können (216). Das humane GSTA2 ist Teil eines Gen-Custers auf Chromo-
som 6, welches daneben noch weitere Glutathion-S-Transferasen (GSTA1, GSTA3, GSTA4
und GSTA5) sowie sieben Pseudogene enthält (217). Während für Nager ein Dioxinrespon-
sives Element in der Promotorregion von GST Ya (in der Maus entspricht dies GSTA1)
beschrieben wurde(190), konnte für die humanen GSTA1- und GSTA2-Gene kein DRE
gefunden werden. Es ist daher möglich, daß sich die Regulation der GSTs der α-Klasse
zwischen Nagern und Mensch deutlich unterscheidet (218).
1.12.17 NAD(P)H-Menadion-Oxidoreduktase 1 (NMOR1)
NMOR1 ist eine 2-Elektronen-Reduktase, die Chinone, welche bei der Oxidation phe-
nolischer Metaboliten von Benzen entstehen, detoxiﬁziert. Bereits 1980 wurde ein vierter
humaner Diaphorase-Locus auf Chromosom 16 identiﬁziert, der später in mehreren Schrit-
ten auf 16q22.1 konkretisiert werden konnte (219221). Vermutlich ist DIA4 identisch mit
NMOR1 (222). Es konnte eine fünﬀache Induktion der NMOR1-Aktivität in humanen
Hepatoblastoma-Zellen nach Behandlung mit TCDD nachgewiesen werden. Es existiert
nur eine einzelnes humanes NMOR-Gen, das als Matrize für mehrere cDNAs dient (222).
Weiterhin wird die Expression von NMOR1 durch synthetische Antioxidantien und Ex-




2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien und Zellinien
Tabelle 2.1 listet die Herkunft der verwendeten Zellen, sowie der eingesetzen Testsubstan-
zen und der verwendeten Kits, Enzyme und Chemikalien auf.
Tabelle 2.1: Bezugsquellen der eingesetzen Zellen, Chemikalien und Enzyme
Bezeichnung Quelle
MVLN-Zellen Dr. M. Pons, INSERM (Montpellier, France)
Östradiol Sigma (Deisenhofen)
iCR Schaper & Brümmer (Salzgitter)
Fulvestrant TOCRIS Cookson (Bristol, Großbrittanien)
HBSS-Puﬀer Sigma (Deisenhofen)
DMEM/F12-Medium Biochrom (Berlin)




Matrigel Basalmembran-Matrix BD Biosciences (Bedford, Ma., USA)
Luziferase-Assay Promega E1501 Promega (Mannheim)
BCA-Reagenz Interchim (Montluçon, Frankreich)
TRIzol Invitrogen (Karlsruhe)




MMLV reverse Transkriptase Promega (Mannheim)
PCR-Kit Invitrogen (Karlsruhe)
PlatinumTaq PCR-Polymerase Invitrogen (Karlsruhe)
SybrGreen I Sigma (Deisenhofen)
Oligonukleotide MWG Biotech (Enzensberg) und Eurogen-
tech (Seraing, Belgien)
Rattenfutter SSniﬀ R10-Diet SSniﬀ GmbH, Soest
Selbst hergestellt wurde Phosphatpuﬀer-Saline (PBS). Die Aktivkohlebehandlung des
fötalen Kälberserum (FKS) zur Herstellung von steroidfreiem FKS (DCC) wurde ebenfalls
in unserem Labor durchgeführt. 8PN wurde chemisch aus Naringenin synthetisiert (14).
6DMAN und 7OPN waren Nebenprodukte dieser Synthese (14, 15). Humane Nabelschnur-
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Plattenphotometer GENios Tecan Deutschland
(Crailsheim)
Küvettenphotometer Specord 200 Analytik Jena (Jena)
Thermocycler für Inkuba-
tionen






venen-Endothelzellen (HUVEC) wurden, wie im Abschnitt 2.3 auf S. 37 beschrieben,
direkt aus humanen Nabelschnüren gewonnen.
Tabelle 2.2 gibt einen Überblick über die verwendeten Geräte und Materialien.
2.2 MVLN-Test
Die MVLN-Zellen wurden mit Dulbecco's Modiﬁed Eagles Medium/Hank's F12-Medium
(DMEM/F12) und 10% FKS bei 37 und 5% CO2 kultiviert. Eine Passage vor der Durch-
führung des Versuchs wurde das Medium durch steroidfreies Medium ersetzt. Dabei han-
delte es sich ebenfalls um DMEM/F12, welches anstelle von unbehandeltem FKS 5% DCC
enthielt.
Einen Tag vor Durchführung des Tests wurden die Zellen zu je 80000 Zellen/Well auf
einer 24-Well-Platte ausgebracht und das Medium durch DMEM/F12-Medium mit einem
DCC-Gehalt von nur 1% ersetzt.
Die Behandlung erfolgte nach Erneuerung des Mediums durch Zugabe von je 1 µl der
in Ethanol gelösten Substanz auf 1 ml Medium.
Nach 24-stündiger Inkubation erfolgte die Messung der Luziferase-Aktivität. Nach dem
Absaugen des Mediums wurden die Zellen zwei mal mit 1 ml PBS gewaschen und an-
schließend das PBS vollständig entfernt. Pro Well wurden 100 µl des im Kit enthaltenen
Lysispuﬀers zugegeben. Die Zellen wurden durch Schütteln und mittels eines Zellschabers
abgelöst und anschließend vollständig lysiert. Anschließend wurden die Zelltrümmer durch
einminütige Zentrifugation bei 12000 g pelletiert. Der Überstand wurde in ein neues Re-
aktionsgefäß überführt. Für die Bestimmung der Luziferase-Aktivität wurden je 2 x 10 µl
des Überstandes in die Kavitäten einer weißen lichtdurchlässigen 96-Well-Platte gegeben.
Der Rest der Probe wird bei -20 gelagert und für die Proteinbestimmung analog der
in Abschnitt 2.4, S. 37 beschriebenen Methode verwendet. Die Messung der Lumineszenz
erfolgte anschließend im Plattenphotometer. Die beiden Meßwerte der Doppelbestimmung
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wurden anschließend gemittelt und auf 1 µg Protein umgerechnet.
2.3 Gewinnung und Kultivierung von primären
Endothelzellen aus Nabelschnurvenen
Die Nabelschnüre wurden sofort nach dem Abnabeln des Säuglings in Hanks Balanced
Salt Solution (HBSS) aufgenommen und bei 4 gelagert. Nach maximal 24 h wurden sie
in steriler Umgebung weiterverarbeitet. Dafür wurden die Nabelschnüre in 10  15 cm
lange Stücke geschnitten. Die Vene wurde gründlich mit HBSS gespült. Daraufhin wurde
in die Vene 0,01% Trypsin und 0,004% EDTA in HBSS gefüllt und 45 min bei 37 inku-
biert. Die Nabelschnur wurde anschließend gründlich massiert, um ein besseres Ablösen
der Zellen zu erreichen. Die so entstandene Zellsuspension wurde mit HBSS aus der Vene
gespült und das Trypsin wurde mittels Medium inhibiert. Daran schloß sich eine fünfmi-
nütige Zentrifugation bei 900 ∗ g zur Pelletierung der gewonnenen Endothelzellen an. Die
Zellen wurden in Medium resuspendiert und in einer mit 1%iger Gelatine beschichteten
Kulturﬂasche bei 37 und 5% CO2 in Endothelial Cell Growth Medium mit 5% fötalem
Kälberserum kultiviert.
Die Zellen wurden nach 24 h gründlich mit PBS gespült, um alle Erythrozyten zu ent-
fernen. Danach erfolgte eine mikroskopische Kontrolle der Zellkultur auf Ausbeute und
Reinheit. Die Subkultivierung in neue gelatinebeschichtete Zellkulturﬂaschen erfolgte ca.
alle drei Tage bei ca. 90%iger Konﬂuenz in einem Verhältnis von 1:3. Der genaue Zeitpunkt
wurde durch mikroskopische Kontrolle ermittelt, da die Zellen je nach Ausbeute bei der
Extraktion unterschiedliche Zeit benötigten, um eine 90%ige Konﬂuenz zu erreichen. Da-
für wurde das Medium abgegossen, die Zellen mit PBS gewaschen und mit 0,05% Trypsin
und 0,02% EDTA in PBS für drei Minuten bei 37 inkubiert. Die so von der Oberﬂäche
der Zellkulturﬂaschen abgelösten Zellen wurden anschließend für fünf Minuten bei 900 ∗ g
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgegossen und die Zellen wurden in frischem Me-
dium resuspendiert und in neue gelatinebeschichtete Zellkulturplatten ausgebracht. Eine
Passage vor der Durchführung der Experimente wurden das Medium durch steroidfreies
Medium ersetzt. Dabei handelte es sich wiederum um Endothelial Cell Growth Medium
welches anstelle von unbehandeltem FKS mit 2% DCC (siehe Abschnitt 2.2, S. 36) versetzt
wurde. Alle Versuche wurden in der 2. bis 4. Passage durchgeführt.
2.4 Proliferationstests
Der Proliferationsassay war in seiner Durchführung an den E-Screen mit MCF-7-Zellen
angelehnt (224). Dabei handelt es sich um einen Gesamtproteinnachweis mittels Bicin-
choninischer Säure (BCA) und Kupfer(II)-Sulfat (BCA-Test). Die verwendeten HUVECs
wurden wie im Abschnitt 2.3 auf Seite 37 beschrieben gewonnen und kultiviert. Anschlie-
ßend wurde eine 96-Well-Zellkulturplatte mit Gelatine beschichtet. Pro Well wurden 3000
Zellen in 100 µl Endothelzellmedium mit 2% DCC ausgebracht. Dafür standen 72 Wells
zur Verfügung. Die übrigen Wells wurden für die Standardkurve des BCA-Tests benötigt.
Am zweiten Tag erfolgte die Behandlung mit den in Ethanol gelösten Testsubstan-
zen. Dafür wurden diese im Verhältnis 1:1000 mit Endothelzellmedium, welches wiederum
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2% DCC enthielt, verdünnt und pro Well 100 µl dieser Verdünnung zugegeben. Dabei
wurden je sechs Wells gleich behandelt.
Nach sechstägiger Inkubation erfolgte die Auswertung des Versuchs. Dafür wurde nach
mikroskopischer Kontrolle der Zellkultur das Medium abgenommen und einmal mit 250 µl
PBS gespült. Der Zellaufschluß erfolgte durch Zugabe von 25 µl 0,15 M NaCl-Lösung und
anschließendes Einfrieren bei -80 . Das zur Proteinbestimmung nötige BCA-Reagens
wurde durch Mischen von 25 ml BCA-Lösung und 0,5 µl des Kupfer(II)-Sulfat-haltigen
BCA-Reagens B hergestellt. Zur Herstellung einer Standardkurve wurde in die freien Wells
eine Verdünnungsreihe von Bovinem Serumalbumin (BSA) in Form einer Dreifachbestim-
mung nach dem in Tabelle 2.3 dargestellten Schema pipettiert.
Tabelle 2.3: Pipettierschema für die Erstellung einer Standardkurve für den BCA-Test zur
Proteinbestimmung
Verdünnung Standard NaCl-Lösung BCA-
Nr. 1 mg BSA/ml Reagens
0 0 µl 25 µl 250 µl
2 2 µl 23 µl 250 µl
4 4 µl 21 µl 250 µl
6 6 µl 19 µl 250 µl
8 8 µl 17 µl 250 µl
10 10 µl 15 µl 250 µl
12 12 µl 13 µl 250 µl
14 14 µl 11 µl 250 µl
Bei den zu bestimmenden Proben wird zu den in NaCl aufgeschlossenen Zellen eben-
falls je 250 µl BCA-Reagens pipettiert. Danach schloß sich eine 30minütige Inkubation bei
37  an. Dabei erfolgte die Bildung eines blauen Reaktionsproduktes durch die Reaktion
des BCA-Reagens mit Cu+-Ionen, welche durch die Reduktion des Cu2+ durch die Amino-
säuren Cystein, Tyrosin, Tryptophan sowie die Peptidbindungen der Proteine entstehen.
Danach kühlten die Proben bis auf Raumtemperatur ab.
Die Auswertung erfolgte mittels einer Absorptionsmessung im Plattenphotometer bei ei-
ner Wellenlänge von 565 nm. Das dazugehörige Programm Magellan ermittelt als Eichkur-
ve ein Polynom dritten Grades als Regressionskurve durch die Mittelwerte der Meßpunkte
der Verdünnungsreihe, wobei die Absorptionswerte in Abhängigkeit von der Proteinmenge
betrachtet werden. Um einzelne oﬀensichtliche Ausreißer eliminieren und Standardabwei-
chungen der Meßwerte berechnen zu können, wurde nicht auf die automatische Auswertung
des Programms zurückgegriﬀen, sondern die Gleichung der Eichkurve mit Hilfe der carda-
nischen Formeln nach der Proteinmenge aufgelöst. Somit konnte das Ergebnis für jeden
einzelnen Meßwert ermittelt werden. Anschließend wurde nach Ausschluß der Ausreißer




Für den Diﬀerenzierungstest wurde die Ausbildung von Röhren durch HUVECs beobach-
tet, wenn diese auf Matrigel kultiviert werden. Bei Matrigel handelt es sich um eine kom-
merziell erhältliche Basalmembran-Präparation, welche aus dem Engelbreth-Holm-Swarm
(EHS) Maus-Sarkom extrahiert wurde. Sein Hauptbestandteil ist Laminin. Weiterhin be-
steht es aus Collagen IV, Heparansulfat-Proteoglykanen, Entactin und Nidogen (225) und
weiteren Bestandteilen, wie z.B. einigen Wachstumsfaktoren, die auch natürliche Bestand-
teile des EHS-Tumors sind. Matrigel stellt ein eﬀektives Substrat für die Anheftung und
Diﬀerenzierung verschiedener epithelioider Zelltypen, u. A. auch Epithelzellen der Gefäße
dar (226, 227). Dabei wurde die Bildung röhrenförmiger Strukturen durch die Endothel-
zellen beobachtet. Diese Diﬀerenzierung, bei der keine weitere Proliferation mehr erfolgt,
beginnt schon nach zweistündiger Inkubation der Zellen auf Matrigel und ist nach 24 Stun-
den bereits abgeschlossen. Dabei wurde das Laminin als entscheidender Faktor identiﬁziert
(227).
Auch für den Diﬀerenzierungstest wurden die verwendeten HUVECs wie im Abschnitt
2.3 auf Seite 37 beschrieben gewonnen und kultiviert. Danach wurde eine 24-Well-Zell-
kulturplatte mit 180 µl Matrigel pro Well entsprechend der beiliegenden Anleitung be-
schichtet. Pro Well wurden 250000 Zellen ausgebracht und 500µl Endothelzellmedium mit
2% DCC zugegeben. Anschließend wurden die Zellen mit den in Ethanol gelösten Testsub-
stanzen behandelt. Es wurde wiederum 1µl gelöste Substanz pro ml Medium eingesetzt.
Nach 24-stündiger Inkubationszeit bei 37  wurden die Zellen in den einzelnen Wells
mikroskopisch begutachtet und jeweils ein repräsentativer Ausschnitt fotograﬁert.
Da die Fotos aufgrund des dunkel gefärbten Matrigels nur einen recht schwachen Kon-
trast aufwiesen und durch die etwas ungleichmäßige Dicke der Matrigel-Beschichtung nicht
durchgehend scharf waren, wurden zur besseren optischen Auswertung die gescannten Fo-
tos mit einem Bildbearbeitungsprogramm nachbearbeitet. Dafür wurde ein Kantenﬁndungs-
Algorithmus angewendet, um die netzartigen Strukturen der Zellverbände besser hervorzu-
heben. In keinem Fall wurde die Vergrößerung verändert und/oder Strukturen hinzugefügt
oder entfernt.
2.6 Tierversuche
2.6.1 Dreitägiger Versuch mit Wistar-Ratten (Tierversuch 1)
Für diesen Versuch wurden juvenile Wistar-Ratten mit einem Gewicht von ca. 150 g
bei Charles River Laboratories, Sulzfeld erworben. Sie wurden unter kontrollierten Be-
dingungen bei 20 ± 1 und einer relativen Luftfeuchte von 50  80%, sowie einem
Beleuchtungsrhythmus von 12 h hell und 12 h dunkel gehalten. Alle Ratten hatten freien
Zugang zu Standard-Rattennahrung und Wasser. Für das Experiment wurden sechs Tiere
pro Testsubstanz und Behandlungszeitraum eingesetzt.
Um die endogene Östrogenproduktion weitestgehend zu unterbinden, wurden alle Tiere
ovariektomiert. Nach einer 14-tägigen Wartezeit, zur Senkung des endogenen Hormon-
spiegels, wurden den Tiere die in Rizinusöl gelösten Testsubstanzen, bzw. im Falle der
Trägersubstanzkontrolle reines Rizinusöl subcutan injiziert. Die tägliche Behandlungsdo-
sis betrug 10 µg/kg Körpergewicht E2, und 15 mg/kg Körpergewicht für 6DMAN, 8PN
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und 7OPN. Die Dosis für die Naringenine entsprach der wirksamsten Dosis bei einem im
Vorfeld durchgeführten Tierversuch, bei dem die Dosisabhängige Wirkung von 6DMAN
und 8PN getestet wurde (114). Die Tiere wurden nach 7 h, 24 h bzw. nach 72 h mittels
CO2-Inhalation nach vorheriger Anästhesie durch O2/CO2-Inhalation getötet. Nach der
sofortigen Entnahme aller experimentell zu untersuchenden Organe wurde das Uterusge-
wicht bestimmt und die entnommenen Organe wurden umgehend in ﬂüssigem Stickstoﬀ
gelagert.
2.6.2 17-tägiger Versuch mit DA/Han-Ratten (Tierversuch 2)
Dieser Versuch wurde von der Firma Schaper & Brümmer (Salzgitter) durchgeführt. Es
wurden je Gruppe 5-6 weibliche DA/Han-Ratten eingesetzt. Im Alter von ca. 90 Tagen und
bei einem Körpergewicht von 150-210 g wurden auch diese Tiere beidseitig ovariektomiert.
Alle Tiere wurden in identischer Umgebung gehalten und die Tiere hatten ebenfalls freien
Zugang zu Nahrung und Wasser.
Auch in diesem Fall begann die Behandlung 14 Tage nach der Ovariektomie. Die Tiere
wurden dabei täglich mit 60 µl iCR/kg Körpergewicht oder 5 mg Fulvestrant/kg Kör-
pergewicht behandelt. Als Positivkontrolle diente eine mit 200 µg E2/kg Körpergewicht
behandelte Gruppe. Weiterhin wurde eine Gruppe mit einer Kombination aus E2 und Ful-
vestrant und eine weitere Gruppe, welche mit einer Kombination aus iCR und Fulvestrant
behandelt wurde. Die dabei eingesetzten Mengen entsprachen den oben angegebenen. Eine
sechste Gruppe diente als Negativkontrolle und blieb unbehandelt. iCR wurde über das
Futter verabreicht, Fulvestrant wurde intramuskulär injiziert, wohingegen E2 subcutan
injiziert wurde.
Nach 17-tägiger Behandlungszeit, in der die Tiere täglich äußerlich auf ihre Gesundheit
überprüft wurden, wurden die Tiere ebenfalls mittels CO2-Inhalation nach vorheriger An-
ästhesie durch O2/CO2-Inhalation getötet. Sowohl die Uteri als auch die Venae cavae und
die Aorten wurdenschnellstmöglich nach dem Töten entnommen, gewogen und in ﬂüssigem
Stickstoﬀ asserviert.
2.7 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese
Für die Quantiﬁzierung der mRNA-Expression in den untersuchten Organen wurde Gesamt-
RNA extrahiert. Zur Beseitigung von DNA-Kontaminationen wurde anschließend ein
DNase-Verdau durchgeführt, dessen Erfolg mittels einer PCR überprüft wurde. Daran
schloß sich eine Reverse Transkription an. Die so gewonnene cDNA konnte im nächsten
Schritt für die quantitative Real-Time-PCR eingesetzt werden.
2.7.1 RNA-Extraktion
Die Extraktion von Gesamt RNA erfolgte durch Phenol-Chloroform-Extraktion mittels
TRIzol bzw. peqGOLD TriFast(228).
Die Gewebeproben wurden dafür tiefgefroren in ein stickstoﬀgekühltes Teﬂongefäß mit
einer Metallkugel überführt und mittels eines Dismembrators 2 x 1 min homogenisiert. Zu
den so vorbereiteten Proben wurde dann 1ml TRIzol bzw. TriFast gegeben. Anschließend
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Tabelle 2.4: Zusammensetzung eines Ansatzes für den DNase-Verdau
Komponente Menge
Gesamt-RNA 3 µg
10x PCR-Puﬀer 1 µl
DNase I 5 Units
RNase Out 20 Units
H2O auf 10 µl aufgefüllt
wurden die Proben in Eppendorfgefäße überführt und entsprechend dem Standardproto-
koll weiterverarbeitet. Dabei wurde die Zeit für die RNA-Fällung mittels Isopropanol auf
20 Minuten verlängert. Abschließend wurde zweimal mit Ethanol gewaschen. Die RNA-
Pellets wurden je nach Größe in 12 bis 50 µl DEPC-behandeltem Wasser gelöst.
2.7.2 Konzentrationsbestimmung der gelösten Gesamt-RNA und
Überprüfung der RNA-Qualität
Die RNA-Konzentration wurde mittels Extinktionsmessung im Küvettenphotometer bei
einer Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Das Verhältnis der Extinktion bei 260 nm und
280 nm (Extinktionsmaximum von Proteinen) diente als Maßstab für die Reinheit der
extrahierten Nukleinsäuren. Ein Wert größer als 1,3 erwies sich als ausreichend für die
weitere Verarbeitung.
Um sicherzustellen, daß die RNA nicht durch RNasen abgebaut wurde, wurde eine
Gelelektrophorese durchgeführt, bei der 1 µg RNA auf ein 1%iges Agarosegel aufgetragen
wurde. Die rRNA-Banden sollten deutlich sichtbar sein und der RNA-Schmier über das
ganze Größenspektrum verteilt vorliegen.
2.7.3 DNase-Verdau zur Beseitigung von DNA-Kontaminationen
Ca. 3 µg mRNA pro Ansatz wurden für einen DNase-Verdau eingesetzt. Es wurde nach
dem Protokoll von Maniatis et al. (229) gearbeitet. Tabelle 2.4 zeigt die Zusammensetzung
eines Ansatzes. Dieser wurde anschließend für 30 min bei 37 inkubiert. Nach Zugabe von
1 µl EDTA erfolgte die Inaktivierung der DNase durch Erhitzen des Ansatzes für 5 min
auf 80 . Der Erfolg des DNase-Verdaus wurde mittels einer Real-Time-PCR überprüft
(Abschnitt 2.8.4, S. 45), wobei 1 µl des RNA-Ansatzes eingesetzt wurde. Als Kontrollgen
diente dabei die Untereinheit 1 der Cytochrom c Oxidase. Die verwendeten Primer sind
aus Tabelle 2.6 auf Seite 43 ersichtlich. Es durften höchstens Spuren genomischer DNA
(CT > 30) meßbar sein.
2.7.4 cDNA-Synthese
Die cDNA-Synthese wurde ebenfalls nach Maniatis et al. (229) durchgeführt. Als Primer
wurden Oligo-dTs (15mere) eingesetzt. Die Zusammensetzung des Ansatzes ist in Tabel-
le 2.5 dargestellt. Die Inkubationszeit betrug 60 min bei 42. Danach wurde die Reverse
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Tabelle 2.5: Zusammensetzung eines Ansatzes für die cDNA-Synthese
Komponente Menge
DNase-Verdau-Ansatz 10 µl
10x PCR-Puﬀer 1 µl
MgCl2 (50mM) 2 µl
Oligo-dT (10 mM) 1 µl
MMLV RT 200 Units
RNase Out 20 Units
H2O auf 20 µl aufgefüllt
Transkriptase durch Erhitzung für 10 min auf 70  inaktiviert. Für die Verwendung in
der PCR wurde die cDNA 1:2 mit reinem H2O verdünnt.
2.8 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
Die Real-Time-PCR diente als quantitative Methode zum Vergleich der mRNA-Expression
der untersuchten Gene. Ihr liegt die Annahme zugrunde, daß eine umgekehrt propor-
tionale Abhängigkeit zwischen der Ausgangskonzentration einer cDNA und dem Zeit-
punkt des Erreichens eines beliebig gewählten Schwellenwertes CT durch die Konzentration
des PCR-Produktes vorliegt. Dies ermöglicht eine Quantiﬁzierung der cDNA relativ zur
Trägersubstanz-Kontrolle. Um Schwankungen in der Eﬃzienz der vorhergenden Schrit-
te, wie Zellkultur, Zellernte, RNA-Exptraktion und cDNA-Synthese, auszugleichen, wer-
den die Meßwerte nicht direkt verglichen, sondern mit den Meßwerten eines sogenannten
Housekeeping-Gens verrechnet. Dabei handelt es sich um ein Gen, welches in dem unter-
suchten Zusammenhang bekanntermaßen nicht reguliert wird. In diesem Fall kam dafür die
Untereinheit 1 der Cytochrom-c-Oxidase (1A) zum Einsatz, welches ein im Zusammenhang
mit östrogener Regulation bewährtes Housekeeping-Gen darstellt (114, 118, 125).
2.8.1 Primer-Design
Die für die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) verwendeten Primer wurden mittels des im
Internet frei verfügbaren Programms Primer3 (http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-bin/-
primer/primer3_www.cgi/) erstellt. Dabei stellten sich im Laufe der Arbeit Einstellungen
als besonders günstig heraus, die in Tabelle 2.6 auf Seite 43 dargestellt sind.
Die relativ geringe Produktlänge von 150 bis 250 Basenpaaren (zu Anfang der Ar-
beit ermittelte Primer sind allerdings zum Teil länger) soll für eine möglichts hohe Eﬃ-
zienz der PCR sorgen. Die so ermittelten Primer wurden dann zunächst mittels BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi) auf ihre Speziﬁtät für die zu verviel-
fältigende Sequenz geprüft. Daraufhin wurde, um die Primersequenzen neben Primer3
mit einen zweiten Algorithmus zu überprüfen, zusätzlich der Oligoanalyzer von Integra-
ted DNA Technologies (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/-
Default.aspx) eingesetzt. Dieser nutzt u.a. das frei verfügbare Programm mfold (http://-
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Tabelle 2.6: Paramter für das Primerdesign mittels Primer3. Für alle weiteren Parameter




Schmelztemperatur der Primer (Tm) 59   61 
GC-Gehalt 40  60%
Max Self Complementarity 2
Max 3' Self Complementarity 1
www.bioinfo.rpi.edu/applications/mfold/) um Haarnadelstrukturen in Oligonukleotiden
zu ﬁnden. Dieser Schritt erwies sich als sinnvoll, um die Bildung von Primerdimeren zu
minimieren. Tabelle 2.7 auf Seite 44 listet die verwendeten Primer für die Auswertung der
Tierversuche an Ratten auf.
2.8.2 PCR-Optimierung
Für die Quantiﬁzierung von cDNAs mittels Real-Time-PCR ist eine hohe Eﬃzienz der je-
weiligen PCR Voraussetzung, da sonst erhebliche Verfälschungen der Ergebnisse auftreten
können. Daher wurden sowohl Primermenge als auch MgCl2 für jede Zielsequenz individu-
ell angepaßt. Dabei wurde eine Matrix einzelner PCR-Reaktionen pippetiert, bei der alle
Kombinationen von MgCl2 (2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM) und Primermixmengen (0,5 µl,
0,75 µl, 1,0 µl, 1,5 µl) eingesetzt wurden. Daraus wurde anhand des Kurvenverlaufs der
Real-Time-PCR in Verbindung mit der Schmelzkurve (siehe Abschnitt 2.8.6 auf Seite 47
die Kombination ermittelt, bei der eine möglichst hohe Eﬃzienz der PCR-Reaktion, d.h.
ein möglichst geringer Ct (siehe Abschnitt 2.8.5 auf Seite 46) bei gleichzeitig sauberem
PCR-Produkt gegeben war. Das erhaltene PCR-Produkt wurde noch mittels Agarose-
Gelelektrophorese auf die richtige Produktlänge überprüft.
2.8.3 Bestimmung der PCR-Eﬃzienz
Eine hohe Eﬃzienz der PCR-Reaktion ist essentiell, um eine zuverlässige relative Quan-
tiﬁzierung der Expression des jeweiligen Gens zu ermöglichen. Sie wird mit Hilfe einer
Verdünnungsreihe des Templates ermittelt. Im Anschluß wird eine PCR jeder einzelnen
Verdünnungsstufe durchgeführt.
Häuﬁg war eine einfache Verdünnung der cDNA nicht möglich, da die Ziel-cDNA in zu
geringer Konzentration vorlag. Weiterhin kam es oft zu Änderungen der PCR-Eﬃzienz in
Abhängigkeit von der Verdünnungsstufe, die zu unrealistischen Ergebnissen führten. Daher
wurde zumeist auf eine Verdünnungsreihe des jeweiligen PCR-Produktes zurückgegriﬀen.
Dies ließ eine zuverlässige Überprüfung der Eﬃzienz über einen großen Konzentrationsbe-
reich des Templates zu.
Alle PCRs wurden dabei als Doppelbestimmungen durchgeführt. Die ermittelten CT -
Werte (siehe Abschnitt 2.8.5 auf Seite 46) wurden dann in einem Diagramm gegen den
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Tabelle 2.7: Forward- und Reverse-Primer für die Real-Time-PCR sowie die Länge des
resultierenden PCR-Amplicons
Gen Primer Größe des
Amplicons
1A 5'- TGA GCA GGA ATA GTA GGG ACA GC-3' 261
5'-GAG TAG AAA TGA TGG AGG AAG CA-3'
ERα 5'-GGA AGC ACA AGC GTC AGA GAG AT-3' 383
5'- AGA CCA GAC CAA TCA TCA GGA T-3'
ERβ 5'-CTA CAG AGA TGG TCA AAA GTG GAA-3' 216
5'-GGG CAA GGA GAC AGA AAG TAA GT-3'
C3 5'-ACA GCC TTC CCG GGA GCA TCA ACA-3' 276
5'-AGC GCA CCA CAG GAG GCA CAG AGT C-3'
Clu 5'-CCC TCC AGT CCA AGA TGC TCA ACA C-3' 303
5'-CCA TGC GGC TTT TCC TGC GGT ATT C-3
PR 5'-CCC AGA CGA AAA GAC ACA AAA T-3 222
5'-CCA AAG AGA CAC CAA GAA GTG AT-3'
COX2 5'-AAC TGT ATC CCG CCC TGC TGG TG-3' 284
5'-AGA CAG CCA CCA TCA ACG CAA GT-3'
KI67 5'-AAC CAG GAC TTT GTG CTC TGT AA-3' 209
5'-CTC TTT TGG CTT CCA TTT CTT C-3'
PCNA 5'-GAG CAA CTT GGA ATC CCA GAA CAG G-3' 158
5'-CCA AGC TCC CCA CTC GCA GAA AAC T-3'
ACE 5'-GTT ACC AGA CAA CTA TCC AGA GGG-3' 218
5'-ATT TCA AGG TAT GGT TGG ACA CTT-3'
eNOS 5'-CCC GGC GCT ACG AAG AAT GGA AGT-3' 278
5'-CAC CGG GTC TCC TGC CTT GAG TTG-3'
VEGF 5'-CTG CAA TGA TGA AGC CCT GGA GTG-3' 221
5'-ACC GGG ATT TCT TGC GCT TTC GTT-3'
VEGFR2 5'-GAA AAA GCC GGC CAG TGA GTG TAA-3' 344
5'-AGC GCA GTG TGG TCC CAG AGT CAA
CYP7A1 5'-ATT TGG ACA CAG AAG CAT TGA C-3' 206
5'-CGG TAA CAG AAG GCA TAC ATC C-3'
ApoA1 5'-CTG TGT ATG TGG ATG CAG TCA AG-3' 221
5'-GGT CCT TGT TCA TCT CGT TTC T-3'
AhR 5'-CAA CCA AAC CAA ACA ACA GAG A-3' 197
5'-ATC CAT CAT CTT TCA ACC CAT C-3'
CYP1A1 5'-TTA TGA CCA CGA TGA CCA AGA G-3' 211
5'-GCC CTT CTC AAA TGA CCT GTA G-3'
CYP1B1 5'-GTC AAA GGC AAC AAT CAA TCA A-3' 227
5'-GCT AAA CAA CCT CCC AAG ACA A-3'
GSTA2 5'-GCC AGC CTT CTG ACC TCT TT-3' 161
5'-GCT CCG CTA AAA CTT GAA AAT C-3'
NMOR 5'-AAA CAA TGG CTG AGG GAC-3' 210
5'-ATT TCC ACA CAC ACA CAC ACA A-3'
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MgCl2 2 - 5 mM
dNTPs je 0,2 mM
PlatinumTaq 1 U
Primer 0,1 - 0,3 µM
Template-cDNA 1 µl
Kalibrierlösung 10 nM
H2O auf 50µl aufgefüllt
Verdünnungsfaktor aufgetragen und eine Regressionsgerade durch die so ermittelten Punk-




die Eﬃzienz der PCR-Reaktion ermitteln (230). Eine Eﬃzienz größer 1,90 bzw. 90% wurde
als Ausreichend für die Durchführung von Real-Time-PCRs erachtet.
2.8.4 Durchführung der quantitativen Real-Time-PCR
Alle Pipettierschritte für die PCR wurden im Eisbad durchgeführt. Weiterhin wurden
alle Real-Time-PCRs mindestens dreifach durchgeführt, wobei unterschiedliche cDNAs
der gleichen RNA-Proben zum Einsatz kamen. Die eingesetze PlatinumTaq-Polymerase
ist Antikörper-inhibiert und wird erst durch den Erhitzungsschritt zu Beginn der PCR
aktiviert. Als Sonde zur Detektion der PCR-Produkte wurde SybrGreen I verwendet.
Dabei handelt es sich um ein interkalierendes Agenz, welches gebunden an doppelsträngige
DNA eine weit höhere Fluoreszenz aufweist als ungebunden. Neben den geringeren Kosten
hat diese Methode gegenüber speziﬁschen Sonden den Vorteil einer höheren Sensitivität.
Darüberhinaus ist es anhand der anschließenden Schmelzkurve möglich, auch unspeziﬁsche
PCR-Produkte zu erkennen, die womöglich einen Einﬂuß auf die PCR-Eﬃzienz haben. Als
Housekeeping-Gen diente, wie oben erwähnt 1A. Alle Messungen wurden in Triplikaten
durchgeführt. Tabelle 2.8 gibt die Endkonzentrationen der PCR-Komponenten wieder.
Die Verwendung der immer gleichen Parameter beim Primerdesign (siehe Aschnitt 2.8.1
auf Seite 42) diente auch dazu, daß die verschiedenen PCRs gleichzeitig und mit den
gleichen Temperaturschritten durchgeführt werden konnten. Das PCR-Programm bestand
daher in allen Fällen aus den gleichen drei Schritten, welche 45 mal wiederholt wurden:
1. Denaturierung: 5 s bei 95
2. Anlagerung: 10 s bei 60
3. Elongation: 60s bei 72
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Aufgrund des Einsatzes einer antikörperinhibierten Taq-Polymerase (PlatinumTaq) wurde
die Reaktion erst durch den ersten Erhitzungsschritt auf 95, was zum Abdiﬀundieren
der Antikörper führt, gestartet. Dies gewährleistet ein wesentlich genaueres Meßergebnis.
2.8.5 Auswertung der Real-Time-PCR
Abbildung 2.1 zeigt beispielhaft das Ergebnis einer typischen Real-Time-PCR, wie es sich
auf dem Computermonitor darstellt. Auf der Abszisse sind die PCR-Zyklen aufgetragen
und die Ordinate zeigt die Fluoreszenz in relativen Fluoreszenzeinheiten (relative ﬂuore-
scence units, RFU)
Cycle
Abbildung 2.1: Ergebnis eines Laufs einer Real-Time-PCR
Zur Bestimmung des Zeitpunktes des Erreichen eines bestimmten Schwellenwertes CT
müssen zunächst von allen Kurven die Höhe ihrer Grundlinie, d.h. des Bereichs, in dem
sich die Fluoreszenz nur um nicht detektierbare Beträge ändert, subtrahiert werden. Der
Schwellenwert wird dann innerhalb des Bereichs, in dem sich die Fluoreszenz der Proben
exponentiell ändert, vom Programm automatisch nach folgender Formel berechnet:
CT = 10 ∗ SDGrundlinie
Dabei ist SDGrundlinie die Standardabweichung aller Meßwerte auf der Grundlinie. Trotz-
dem war es meist nötig, den Schwellenwert von Hand anzupassen. Dafür stand eine halblo-
garithmische Darstellung der Kurven zur Verfügung. Hier ist der Bereich des exponentiel-
len Anstiegs der Meßwerte als linearer Anstieg zu erkennen. Der CT wurde ungefähr in die
Mitte dieses Bereichs gelegt. Abbildung 2.2 auf Seite 47 zeigt das Monitorbild nach Durch-
führung dieser beiden Schritte und Rückkehr von der halblogarithmischen in die lineare
Darstellung. Der Schnittpunkt aller Kurven mit CT wird vom Programm automatisch
berechnet.
Die weitere Auswertung erfolgte mittels Tabellenkalkulation. Nach Ausschluß oﬀensicht-
licher Ausreißer wurde ein Mittelwert der CT -Werte der Triplikate gebildet. Die relativen
46
2.8 Quantitative Real-Time-Polymerase-Kettenreaktion
A B C D
Cycle
Abbildung 2.2: Real-Time-PCR nach Subtraktion der Grundlinie und Einstellung des
Schwellenwerts CT (A). B: PCR-Kurven des Housekeeping-Gens, C: PCR-Kurven des regu-
lierten Zielgens, D: PCR-Kurven der Negativkontrollen von Housekeeping-Gen und Zielgen
Häuﬁgkeiten der mRNA-Spezies wurden daraufhin mit Hilfe der ∆∆CT -Gleichung darge-




∆CTZielgen = CTZielgen(Kontrolle) − CTZielgen(Probe)
und
∆CTHousekeeping−Gen = CTHousekeeping−Gen(Kontrolle) − CTHousekeeping−Gen(Probe)
Die Kontrolle ist in allen Fällen die unbehandelte Probe. R ist die relative Expression des
Zielgens in der Kontrolle im Vergleich zur Expression dieses Gens in der Kontrolle.
2.8.6 Ermittlung der Schmelzkurve der PCR-Produkte
An die Real-Time-PCR schloß sich in jedem Fall automatisch die Erstellung einer Schmelz-
kurve der PCR-Produkte an, welche durch die Detekion der Fluoreszenz von SybrGreen I
analog zur PCR auf einem Monitor dargestellt werden konnte. Der Schmelzpunkt ist für
jedes PCR-Produkt speziﬁsch, sodaß die Erstellung einer Schmelzkurve die aufwendige
Durchführung einer Agarose-Gelelektrophorese für alle erhaltenen PCR-Produkte entfällt.
Hierfür wurde die Temperatur in 0,5-Schritten von 60 auf 95 erhöht. Jede Tempe-
raturstufe wurde 7 s beibehalten. Dabei wurde die Intensität der Fluoreszenz bei 490 nm
gemessen. Die Fluoreszenz-Intensität von an doppelsträngige DNA gebundenem Sybr-
Green I nimmt mit steigender Temperatur ab. Wird die Schmelzemperatur eines PCR-
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Produktes erreicht, ﬁndet durch die Freisetzung von SybrGreen 1 ein wesentlich stärke-
rer Abfall der Fluoreszenz-Intensität statt. Die Darstellung der 1. Ableitung der so ent-






Abbildung 2.3: A Schmelzkurven von Housekeeping-Gen und Zielgen mehrerer Proben,
sowie je einer Negativkontrolle; B Darstellung der 1. Ableitung dieser Kurven zur Verdeutli-




Die Real-Time-PCR-Experimente wurden mindestens drei mal mit mindestens zwei unab-
hängig synthetisierten cDNAs der gleichen RNA-Proben durchgeführt. Aus den so gewon-
nenen Meßwerten wurden Mittelwerte gebildet und die Standardabweichung berechnet.
Mit Hilfe des Student's t-Test wurde die Wahrscheinlichkeit einer Änderung der Genex-
pression im Vergleich zur Kontrolle, deren Expressionsrate als 1 deﬁniert war, ermittelt.
Die Nullhypothese H0 : µ = µ0 besagt, daß sich die Expression des Zielgens in der un-
tersuchten Probe nicht von der in der Kontrolle unterscheidet. Die Alternativhypothese
besagte, daß sich die Expression unterscheidet. Dabei wurde keine Annahme über die
Richtung der Änderung der Genexpression gemacht: HA : µ 6= µ0. Die Wahrscheinlichkeit
P0 für die Annahme der Nullhypothese wurde mittels Student's t-Test für den Vergleich
eines Mittelwertes einer Normalverteilung mit einer Konstanten ermittelt. Analog wurde
die Wahrscheinlichkeit PF für die Annahme der Nullhypothese beim Vergleich der Ex-
pression eines Zielgens zwischen mit und ohne Fulvestrant behandelten Gruppen mit dem
Student's t-Test für den Vergleich zweier Mittelwerte mit Normalverteilung vorgenommen.
Signiﬁkanz wurde angenommen, falls P0 ≤ 0, 05 bzw. PF ≤ 0, 05 ist.
Für den Proliferationstest wurde ebenfalls ein Student's t-Test für den Vergleich zweier
Mittelwerte mit Normalverteilung durchgeführt. Auch hier wurde Signiﬁkanz für P ≤ 0, 05
angenommen.
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3 Ergebnisse
3.1 in vitro-Tests mit 7OPN
Neben einem in vitro-Test mit stabil transﬁzierten Hefezellen, der keine östrogene Wirkung
von 7OPN zeigte (Daten nicht gezeigt), wurde 7OPN in stabil mit einem ERE-Luziferase-
Konstrukt transﬁzierten MVLN-Zellen sowohl auf eine mögliche östrogene wie auch auf
antiöstrogene Wirkung getestet.
Wie man auf Abb. 3.1 A auf Seite 52 erkennen kann, führt eine Behandlung der MVLN-
Zellen mit 10−8 M E2 zu einer fast 3-fach erhöhten Lumineszenz aufgrund der Aktivität
des Luziferase-Reportertgens im Vergleich zur unbehandelten Negativkontrolle. Dagegen
führte die 10−8 M und 10−7 M 7OPN-Konzentration zu einer zu einer signiﬁkanten Verrin-
gerung der Lumineszenz leicht unter das basale Niveau. Erst in höheren Konzentrationen
von 10−6 M und 10−5 M führt 7OPN zu einer im Vergleich zur Negativkontrolle erhöhten
Luziferase-Aktivität. Diese ist durch gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant inhibierbar.
Abb. 3.1 B zeigt, daß 7OPN in den Konzentrationen 10−8 M und 10−7 M die durch
E2 hervorgerufene Stimulation der Luziferase-Aktivität der MVLN-Zellen signiﬁkant inhi-
biert, wenngleich weit weniger stark wie 5 ∗ 10−7 M Fulvestrant. Höhere Konzentrationen
haben keinen Eﬀekt auf die E2-induzierte Luziferase-Aktivität.
3.2 Humane Nabelschnurvenen-Endothelzellen (HUVECs)
3.2.1 Proliferationstests
Zur Bestimmung des angiogenen Potentials der Testsubstanzen wurden mit isolierten
HUVECs mehrere Proliferationstests durchgeführt. Die Ergebnisse sind in Abb. 3.2, S. 53
dargestellt.
Während für die Versuche A und B Zellen aus unterschiedlichen Nabelschnüren verwen-
det wurden, stellen die Versuche C und D zwei Messungen, die mit Zellen der gleichen
Nabelschnur durchgeführt wurden dar. Da sich die Ergebnisse der einzelnen Versuche teils
stark unterscheiden, wurden sie nicht zu einem Gesamtergebnis zusammengefaßt, sondern
werden hier einzeln widergegeben.
Zwar proliferierten die Zellen im Versuch A (Abb. 3.2 A) erwartungsgemäß recht gut,
ein deutlicher Einﬂuß von E2, der Testsubstanzen iCR, 6DMAN und 8PN, sowie deren
Kombination mit E2 und Fulvestrant auf die Proliferation der Zellen war jedoch trotz der
langen Inkubationszeit von 6 Tagen nicht erkennbar.
Im Versuch B (Abb. 3.2 B) ist ebenfalls keine deutliche proliferatiionsfördernde Wir-
kung von E2 zu beobachten. Auch iCR, 6DMAN und 8PN hatten keinen Einﬂuß auf die
Proliferation der HUVECs. Die kombinierte Behandlung mit E2, iCR und 6DMAN be-
wirkte jedoch eine signiﬁkante Inhibierung der Proliferation. Bei der Kombination 8PN









































































Abbildung 3.1: Luziferase-Test mit 7OPN in MVLN-Zellen. A Vergleich der konzentrati-
onsabhängigen ER-Aktivierung von 7OPN zur wirksamsten E2-Konzentration (10−8 M) und
zur unbehandelten Kontrolle (=100) und gleichzeitige Behandlung mit 5∗10−7 M Fulvestrant
(F) (helle Balken). * (P ≤ 0, 05) bzw. ** (P ≤ 0, 01) zeigt einen signiﬁkanten Unterschied
zur unbehandelten Kontrolle an, + (P ≤ 0, 05) bzw. ++ (P ≤ 0, 01) kennzeichnet einen si-
gniﬁkanten Unterschied in der Luziferase-Aktivität zwischen einer einzelnen Behandlung und
der gleichzeitigen Behandlung mit Fulvestrant. B Test auf antiöstrogene Wirkung von 7OPN
durch gleichzeitige Behandlung von 10−8 M E2 mit 7OPN im Vergleich zur alleinigen Be-
handlung mit 10−8 M E2 und im Vergleich zur Wirkung von 5 ∗ 10−7 M Fulvestrant (F) in
Kombination mit der gleichen E2-Konzentration (unbehandelt=100). + (P ≤ 0, 05) bzw. ++
(P ≤ 0, 01) kennzeichnet hier einen signiﬁkanten Unterschied in der Luziferase-Aktivität zur
E2-behandelten Positivkontrolle
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Abbildung 3.2: Proliferationstests mit HUVECs über 6 Tage. Die Versuche C und D wurden
mit Zellen der selben Nabelschnur durchgeführt, während für die Versuche A und B die
Zellen unterschiedlicher Nabelschnüre eingesetzt wurden. Alle Angaben in mg Protein/ml
Testlösung. Folgende Endkonzentrationen wurden verwendet: 10−8 M E2, 10−6 M 6DMAN,
10−6 M 8PN, 10 µg/ml iCR und 5∗10−7 M Fulvestrant (F). * (P ≤ 0.05), ** (P ≤ 0.01) und
***(P ≤ 0.001)) zeigen einen signiﬁkanten Unterschied zur Negativkontrolle (EtOH) an.
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statistisch nicht signiﬁkant. Ebenfalls eine deutlich proliferationshemmende Wirkung auf
die Endothelzellen zeigte in diesem Versuch die Kombination von 6DMAN und E2.
Die Ergebnisse der beiden Versuche, welche mit Zellen der gleichen Nabelschnur durch-
geführt wurden (Abb. 3.2 C und D) stimmen weitestgehend überein. Hier war eine deutli-
cher proliferationsfördernder Eﬀekt von E2 zu beobachten. Der Meßwert betrug das 2- bis
3-fache der Ethanol-behandelten Negativkontrolle. Die zusätzliche Behandlung mit Fulve-
strant konnte den Eﬀekt vollständig inhibieren. Im Versuch C wurde sogar eine Hemmung
der Proliferation unter das Niveau der Negativkontrolle gemessen. Interessanterweise konn-
ten die beiden Naringenine den proliferationsfördernden Eﬀekt von E2 komplett hemmen.
Nur in Kombination mit iCR ist noch ein geringer Eﬀekt von E2 auf die Proliferation der
HUVECs erkennbar.
3.2.2 Diﬀerenzierungstests
Dieser Test gibt zusätzlichen Aufschluß über die angiogene Wirkung der Testsubstanzen.
Bei dem hier untersuchten Teilaspekt der Angiogenese handelt es sich um die Bildung
endothelialer Tubuli. Abbildung 3.3 zeigt deutlich, daß die HUVECs auf Matrigel zur
Ausbildung von netzartigen Röhrenstrukturen neigen. Dieser Eﬀekt ist abhängig von der
eingesetzten E2-Konzentration. Zwar sind die Strukturen auch in der EtOH-behandelten
Negativkontrolle erkennbar, allerdings ist das Netz dort sehr weitmaschig und unvollstän-
dig. Eine 10−9molare E2-Konzentration bewirkt kaum einen erkennbaren Unterschied zur
Negativkontrolle aber bei einer E2-Konzentration von 10−8 M ist das Netz deutlich eng-
maschiger ausgeprägt. Die gleichzeitige Behandlung mit dieser E2-Konzentration und dem
Antiöstrogen Fulvestrant hebt den Eﬀekt wieder auf. In diesem Fall sind viele der Maschen
wieder unvollständig. Auch bei einer noch höheren E2-Konzentration von 10−7 M ist noch
ein Unterschied zur Negativkontrolle erkennbar, welcher jedoch nicht so ausgeprägt ist wie
bei der wirksamsten E2-Konzentration von 10−8 M.
Die Ergebnisse für den Diﬀerenzierungstest bei Behandlung mit 6DMAN sind nicht so
eindeutig, wie bei Behandlung mit E2 (siehe Abbildung 3.4. Zwar sind im Vergleich zur
Negativkontrolle in den mit 6DMAN behandelten Wells mehr netzartige Röhrenstrukturen
ausgebildet, eine Konzentrationsabhängigkeit ist jedoch nicht nachweisbar. Darüber hinaus
ist bei der gleichzeitigen Behandlung mit 10−6 M 6DMAN und 10−8 M E2 eher eine
geringere Ausbildung der Strukturen sichtbar. Die gleichzeitige Behandlung mit 10−6 M
6DMAN und 5*10−7M Fulvestrant führt zu einem der Negativkontrolle vergleichbaren
Bild.
In Abbildung 3.5 sind die Ergebnisse des Diﬀerenzierungstests nach Behandlung mit
8PN im Vergleich zur Positiv- und zur Negativkontrolle dargestellt. Es ist deutlich sicht-
bar, daß 8PN zu einer starken Diﬀerenzierung der Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Negativkontrolle führt. Dieser Eﬀekt scheint konzentrationsabhängig zu sein, da eine 8PN-
Konzentration von 10−6 M zu einer noch stärkeren Ausprägung der netzartigen Strukturen
führt als das 10−7 M 8PN. 10−6 M 8PN scheint die Diﬀerenzierung der HUVECs auch
stärker zu stimulieren als 10−8 M E2. Auch die kombinierte Behandlung mit 10−6 M 8PN
und 10−8 M E2 führt zu einer starken Diﬀerenzierung der HUVECs, vergleichbar mit
der alleinigen Behandlung mit 10−6 M 8PN. Die zusätzliche Behandlung mit Fulvestrant
blockiert den diﬀerentiationsfördernden Eﬀekt von 8PN.
Abbildung 3.6 zeigt die Ergebnisse des Diﬀerenzierungstests nach Behandlung mit iCR
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10−9 M E2 10−8 M E2 10−7 M E2
EtOH 10−8 M E2
+5 ∗ 10−7 M M Fulvestrant
Abbildung 3.3: Matrigel-Assay mit HUVECs: Konzentrationsabhängige Wirkung von E2
auf die Formierung netzförmiger Röhrenstrukturen im Vergleich zu mit der Trägersubstanz
Ethanol behandelten Zellen und kombinierte Wirkung der wirksamsten E2-Konzentration mit
dem Antiöstrogen Fulvestrant (40-fache Vergrößerung)
EtOH 10−7 M 6DMAN 10−6 M 6DMAN
10−8 M E2 10−6 M 6DMAN
+10−8 M E2
10−6 M 6DMAN
+5 ∗ 10−7 M M Fulvestrant
Abbildung 3.4: Matrigel-Assay mit HUVECs: Konzentrationsabhängige Wirkung von
6DMAN auf die Formierung netzförmiger Röhrenstrukturen im Vergleich zu mit der Träger-
substanz Ethanol behandelten Zellen und kombinierte Wirkung der wirksamsten 6DMAN-
Konzentration mit Östradiol und dem Antiöstrogen Fulvestrant (40-fache Vergrößerung)
55
3 Ergebnisse
EtOH 10−7 M 8PN 10−6 M 8PN
10−8 M E2 10−6 M 8PN
+10−8 M E2
10−6 M 8PN
+5 ∗ 10−7 M M Fulvestrant
Abbildung 3.5: Matrigel-Assay mit HUVECs: Konzentrationsabhängige Wirkung von 8PN
auf die Formierung netzförmiger Röhrenstrukturen im Vergleich zu mit der Trägersubstanz
Ethanol behandelten Zellen und kombinierte Wirkung der wirksamsten 8PN-Konzentration
mit Östradiol und dem Antiöstrogen Fulvestrant (40-fache Vergrößerung)
im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle. Während die Behandlung mit 1 µg/ml iCR
zu einer leichten Stimulation der Diﬀerenzierung der HUVECs führt, ist bei Behandlung
mit 10 µg/ml iCR eine deutlich geringere Ausprägung der netzartigen Röhrenstrukturen
im Vergleich zur Negativkontrolle erkennbar. Die gleichzeitige mit 10−8 ME2 und 10 µg/ml
iCR bewirkt eine geringere Diﬀerenzierung der Zellen als dies bei alleiniger Behandlung
mit E2 der Fall ist. Auch die gleichzeitige Behandlung mit 10 µg/ml iCR und 5 ∗ 10−7 M
Fulvestrant führt zu einer sehr geringen Ausprägung der netzartigen Struktur.
3.3 Tierversuch 1 über drei Tage in Wistar-Ratten
In diesem Experiment wurde die zeitabhängige Wirkung der Flavanone 8PN und 6DMAN
auf den Uterus und das Gefäßsystem der Ratten im Vergleich zu E2 untersucht. Zusätzlich
wurde die Wirkung von 7OPN über einen Behandlungszeitraum von 72 h getestet. Dabei
wurde sowohl das Uterusgewicht, als auch die Expression E2-regulierter Gene in Uterus
und Vena cava gemessen.
3.3.1 Uterotropher Test
Ein klassischer Endpunkt östrogener Wirkung ist das Uterusgewicht ovariectomierter Rat-
ten. Wie in Abb. 3.7, S. 57 deutlich wird, nimmt dieses nach E2-Behandlung auf tendentiell
zeitabhängige Art und Weise zu, während die Kontrolltiere keine Veränderung des Uterus-
gewichts zeigen. Auch 6DMAN zeigt keinen uterotrophen Eﬀekt. Dagegen bewirkt 8PN
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3.3 Tierversuch 1 über drei Tage in Wistar-Ratten
EtOH 1 µg/ml iCR 10 µg/ml iCR
10−8 M E2 10 µg/ml iCR
+10−8 M E2
10 µg/ml iCR
+5 ∗ 10−7 M M Fulvestrant
Abbildung 3.6: Matrigel-Assay mit HUVECs: Konzentrationsabhängige Wirkung von iCR
auf die Formierung netzförmiger Röhrenstrukturen im Vergleich zu mit der Trägersubstanz
Ethanol behandelten Zellen und kombinierte Wirkung der wirksamsten iCR-Konzentration

























Abbildung 3.7: Mittlere Uterusgewichte der Wistarratten nach 7, 24 und 72-stündiger Be-
handlung mit E2, 6DMAN und 8PN und 72-stündiger Behandlung mit 7OPN im Vergleich
zu nur mit der Trägersubstanz behandelten Kontrolltieren. * (P ≤ 0, 05), ** (P ≤ 0, 01) und
*** (P ≤ 0, 001) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle an.
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einen ähnlichen Eﬀekt, wie E2. Man kann einen deutlichen Anstieg des Uterusgewichts
nach 8PN-Behandlung erkennen, der im zeitlichen Verlauf zunimmt, jedoch insgesamt,
trotz höherer eingesetzter Dosis, etwas schwächer ausgeprägt ist, als nach E2-Behandlung.
3.3.2 Genexpression im Uterus
Zeitabhängige uterine Genexpression nach Behandlung mit E2, 6DMAN und 8PN
Aufgrund der Vielzahl der untersuchten Gene wurde die Darstellung der Expressionsmu-
ster auf zwei Abbildungen verteilt. Abbildung 3.8 auf Seite 59 zeigt die relative Expression
der Östrogenrezeptoren ERα und ERβ, sowie der ebenfalls E2-regulierten Gene C3, Clu,
PR und COX2.
Auch in diesen Tieren konnte die Expression beider Isoformen des Östrogenrezeptors
nachgewiesen werden, wobei ERα wesentlich stärker exprimiert ist als ERβ. Die erwar-
tungsgemäße Herunterregulation von ERα im Uterus erfolgt relativ langsam. Obwohl
auch schon nach 24 h ein abnehmender Trend erkennbar ist, ist erst nach 72-stündiger
Behandlung mit E2 eine signiﬁkante Abnahme der ERα-mRNA-Expression meßbar. Die
ERα-Expression liegt nach 72-stündiger E2-Behnadlung bei 40% der Expression in den
Uteri der nur mit der Trägersubstanz behandelten Kontrolltiere.
Nach Behandlung mit 6DMAN ist ein ähnliches Expressionsmuster erkennbar. Wie-
derum ist trotz bereits nach 24 h erkennbarer Tendenz erst nach 72 h eine signiﬁkante
Verringerung der ERα-mRNA-Expression erkennbar. Allerdings fällt trotz 1500-fach hö-
herer Dosierung die Verringerung der Expression der mRNA von ERα wesentlich geringer
aus. Sie liegt nach 72 h 6DMAN-Behnadlung immer noch bei ca. 65% der Expressionsrate
in den Kontrolltieren.
Auch die Behandlung mit 8PN führt zu einer deutlich verringerten Expression der ERα-
mRNA. Das uterine ERα-Expressionsmuster entspricht weitestgehend dem der Positivkon-
trolle. Nach 72 h Behandlung mit 8PN sinkt die mRNA-Expression von ERα auf ca. 40%
des Wertes der Negativkontrolle.
Etwas anders sieht der zeitliche Verlauf der Regulation Expression der ERβ-mRNA
nach der Behandlung mit den Testsubstanzen aus. Die Behandlung mit E2 führt zu ei-
ner sehr raschen und starken Verringerung der uterinen ERβ-mRNA-Expression. Bereits
nach 7 h ist eine Verringerung des Expressionsniveaus auf ca. 10% des Wertes in den
Uteri der Kontrolltiere feststellbar. Nach 24 h fällt dieser Wert noch weiter auf ca. 3%
des Ausgangswertes, um nach 72h wieder soweit anzusteigen, daß aufgrund der großen
Standardabweichung, welche der insgesamt geringen Expressionsrate von ERβ geschuldet
ist, keine signiﬁkante Herunterregulation der ERβ-mRNA mehr feststellbar ist.
Die Behandlung mit 6DMAN führt ebenfalls zu einer sehr raschen Verringerung der
uterinen mRNA-Expression von ERβ. Allerdings geht die Expressionsrate nach 7-stündiger
Behandlung nur auf ca. 35% zurück um dann bereits nach 24 h wieder leicht auf ca. 50%
der Expressionsrate der Negativkontrolle anzusteigen. Nach einer Behandlungszeit von
72 h ist keine verringerte mRNA-Expression von ERβ mehr feststellbar.
Das ERβ-Expressionsmuster nach Behandlung mit 8PN gleicht im Uterus wiederum
weitestgehend dem nach der Behandlung mit E2. Die Expressionsrate sinkt nach einer
Behandlungsdauer von 7 h auf ca. 20%. Nach 24 h beträgt sie sogar weniger als 10%
der ERβ-Expression in den Kontrolltieren. Nach 72-stündiger Behandlung mit 8PN ist
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7 h 24 h 72 h
Abbildung 3.8: Zeitabhängige relative Expressionsrate der Gene ERα, ERβ, C3, Clu, PR
und COX2 im Uterus von Wistar-Ratten nach Behandlung mit E2, 6DMAN und 8PN über
einen Zeitraum von 7 h, 24 h und 72 h (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05), ** (P ≤ 0, 01) und
*** (P ≤ 0, 001) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle an.
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jedoch wiederum keine signiﬁkante Herunterregulation der ERβ-mRNA-Expression mehr
nachweisbar.
Die Expressionsrate von Komplement C3 wurde auch in diesem Experiment durch
die Behandlung mit E2 stark nach oben reguliert. Obwohl auch schon 7 h nach der E2-
Behandlung eine 5fache Hochregualtion meßbar ist, ist der höchste Wert nach 24-stündiger
Behandlung feststellbar. Die Expressionsrate der C3-mRNA im Uterus der Ratten liegt zu
diesem Zeitpunkt 128-fach über der C3-Expressionsrate in den Kontrolltieren. Nach 72 h
ist die uterine C3-Expression immer noch 9-fach erhöht im Vergleich zur Expression in
den Kontrolltieren.
Auch die Behandlung mit 6DMAN führt zu einem starken Anstieg der uterinen C3-
Expressionsrate. Signiﬁkant wird dieser jedoch erst nach 24-stündiger Behandlungsdau-
er. Dann allerdings konnte eine ca. 200-fache Hochregulation festgestellt werden. Analog
zum C3-Expressionsmuster in den E2-behandelten Tieren geht die Expressionsrate nach
72-stündiger 6DMAN-Behandlung wieder zurück. Es konnte kein Unterschied mehr zur
uterinen C3-Expression in den Kontrolltieren festgestellt werden.
In den 8PN-behandelten Tieren ist ebenfalls ein starker Anstieg der C3-mRNA-Expres-
sion sowohl nach 7 h (5-fach) als auch nach 24 h (16-fach) Behandlung feststellbar. Nach
72-stündiger Behandlung liegt die uterine Expressionsrate der C3-mRNA wieder auf dem
Niveau der Expression in den Uteri der Kontrolltiere.
Die uterine Clusterin-mRNA-Expression zeigt nach 24-stündiger sowie nach 72-stün-
diger E2-Behandlung eine charakteristische Herunterregulation. In beiden Fällen beträgt
die Expressionsrate noch ca. 20% der Expression in der Negativkontrolle. In den Uteri
der Tiere, welche für 7 Stunden mit E2 behandelt wurden war jedoch im Vergleich zur
Negativkontrolle keine veränderte Clusterin-Expression erkennbar.
Im Unterschied zu E2 verursacht die Behandlung mit 6DMAN keine signiﬁkante Verän-
derung der Clusterin-mRNA-Expression im Uterus.
Die Behandlung mit 8PN führt nach 7 h zu keiner signiﬁkanten Änderung der uteri-
nen Clusterin-Expression. Nach 24-stündiger Behandlung mit 8PN ist die Expression der
Clusterin-mRNA im Uterus jedoch auf 20% gesunken. Auch nach 72 h 8PN-Behnandlung
ist noch eine auf ca. 40% der Negativkontrolle verringerte Expression der Clusterin-mRNA
feststellbar.
Erwartungsgemäß führt die Behandlung mit E2 zu einer kurzzeitigen Hochregulation
der Progesteronrezeptor-mRNA-Expression. Nach 7-stündiger E2-Behandlung ist ein
Anstieg der PR-Expression um fast 700% nachweisbar. Dieser Anstieg klingt jedoch of-
fenbar rasch wieder ab. 24 h nach Behandlungsbeginn ergab der Mittelwert aller drei
Messungen zwar immer noch eine dreifach höhere PR-mRNA-Expression als in den Ute-
ri der unbehandelten Kontrolltiere. Allerdings ist dieser Unterschied aufgrund der hohen
Standardabweichung nicht signiﬁkant. Nach 72 h E2-Behandlung beﬁndet sich die Expres-
sionsrate der PR-mRNA schon wieder auf dem Niveau der Negativkontrolle.
Demgegenüber führt die Behandlung mit 6DMAN zu keiner signiﬁkanten Änderung
der mRNA-Expression des PR. Allerdings läßt der Meßwert der PR-Expression nach 72-
stündiger 6DMAN-Behandlung eine Hochregulation auf ca. 300% des Wertes der Negativ-
kontrolle vermuten.
Nach der Behandlung mit 8PN zeigt sich ein ähnlichen PR-Expressionsmuster wie nach
der Behandlung mit E2. Allerdings führen die großen Standardabweichungen dazu, daß
die einzelnen Meßwerte, abgesehen vom Wert nach 72-stündiger 8PN-Behandlung, keine
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signiﬁkante Änderung der Expressionsrate anzeigen. Trotzdem läßt sich, betrachtet man
den gesamten Verlauf, tendenziell sagen, daß 8PN zu einem schnellen Anstieg der PR-
mRNA-Expression mit einem gemessenen Maximum nach 7h führt. Dieser Wert liegt bei
ca. dem vierfachen der Expressionsrate der Negativkontrolle. Danach fällt die uterine PR-
Expressionsrate auf ca. das doppelte der PR-Expression in den Uteri der Kontrolltiere
ab.
Bei einem weiteren im Uterus auf sein Expressionsmuster untersuchten Gen handelt
es sich um COX2. Seine uterine mRNA-Expression wird in diesem Experiment nach
Behandlung mit E2 bereits nach 7 h im Vergleich zur Negativkontrolle um den Faktor 10
hochreguliert. Nach 24-stündiger Behandlungszeit mit E2 ist diese Hochregulation jedoch
vollständig abgeklungen und nach 27-stündiger Behandlung mit E2 ist die uterine COX2-
mRNA-Expression im Vergleich zur Expression in den Kontrolltieren signiﬁkant auf das
0,4-fache herunterreguliert.
Die Behandlung mit 6DMAN ruft dagegen in diesem Experiment zu keinem Meßzeit-
punkt eine Veränderung der COX2-Expression im Uterus hervor.
Eine 7-stündige Behandlung mit 8PN führt jedoch ebenfalls zu einer um den Faktor 4
erhöhten uterinen COX2-Expression. Aber bereits nach einer Behandlungszeit von 24 h
ist im Vergleich zu den nur mit der Trägersubstanz behandelten Kontrolltieren eine auf
60% verringerte COX2-mRNA-Expression meßbar. Nach 72 h beläuft sich die mRNA-
Expression von COX2 im Uterus nur noch auf 45% des Meßwertes der Negativkontrolle.
Die Expression der Proliferationsmarker KI67 und PCNA, sowie von VEGF und dessen
östrogen reguliertem Rezeptor VEGFR2 ist in Abbildung 3.9 auf Seite 62 dargestellt.
Erwartungsgemäß wird die uterine Expression der mRNA des Proliferationsmarkers
KI67 durch die Behandlung mit E2 im Uterus hochreguliert, wenngleich dies erst nach
24 h deutlich wird. Zu diesem Zeitpunkt konnte eine im Vergleich zur Negativkontrolle
7-fach erhöhte KI67-Expression gemessen werden. Auch nach 72-stündiger Behandlung
kann man sicher ebenfalls von einer erhöhten KI67-mRNA-Expression ausgehen, obwohl
sich aus dem Meßergebnis kein mathematisch signiﬁkanter Unterschied zur Expression in
der Negativkontrolle ergibt.
Im Unterschied dazu bewirkt 6DMAN zu keinem Meßzeitpunkt eine Veränderung der
KI67-Expression im Uterus im Vergleich zur Negativkontrolle.
Das sich nach Behandlung mit 8PN ergebende Expressionsmuster entspricht weitest-
gehend dem, welches nach Behandlung mit E2 gemessen wurde. Nach 7-stündiger 8PN-
Behandlung ist noch kein Anstieg der KI67-mRNA-Expression meßbar. Nach 24 h wird
ein Maximum erreicht. Auch in diesem Fall war die Expression nahezu um den Faktor
7 erhöht. Auch nach 72 h 8PN-Behandlung ist noch eine deutliche Tendenz zur Hoch-
regulation um den Faktor 4 im Vergleich zur uterinen Expression in den Kontrolltieren
erkennbar. Allerdings ist auch dieser Meßwert nicht signiﬁkant.
Die uterine mRNA-Expression von PCNA ist nach Behandlung mit E2 ebenfalls er-
höht. Schon nach 7-stündiger Behandlung steigt sie auf das 3,7-fache des Wertes in den
Kontrolltieren an. Nach einer Behandlungszeit von 24 h wird sogar eine 4,8-fache Hoch-
regulation der PCNA-mRNA-Expression erreicht. Nach 72 Stunden ist kein signiﬁkanter
Unterschied zwischen der mRNA-Expression von PCNA in den Uteri der behandelten
Tiere und der Kontrolltiere mehr meßbar.
Auch bezüglich der PCNA-mRNA-Expression zeigt 6DMAN keine Wirkung auf den
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Abbildung 3.9: Zeitabhängige relative Expressionsrate der uterotrophieassoziierten Gene
KI67, PCNA, VEGF und VEGFR2 im Uterus von Wistar-Ratten nach Behandlung mit E2,
6DMAN und 8PN über einen Zeitraum von 7 h, 24 h und 72 h (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05),
** (P ≤ 0, 01) und *** (P ≤ 0, 001) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbehandelten
Kontrolle an.
Die Behandlung mit 8PN führt wiederum schon nach 7h zu einem deutlich meßbaren
Anstieg der PCNA-mRNA-Expression im Uterus im Vergleich zur Negativkontrolle.
Die uterine mRNA-Expression von VEGF ist nach E2-Behandlung zunächst deutlich
hochreguliert. Bereits nach 7 h ist eine Zunahme auf das 10-fache der basalen Expression,
wie sie in den Kontrolltieren gemessen wurde, nachweisbar. Nach einem Behandlungszeit-
raum von 24 h wurde jedoch nur noch eine Hochregulation auf das Dreifache des Wertes
in den Uteri der Kontrolltiere festgestellt. Nach 72-stündiger Behandlung mit E2 wurde
sogar eine signiﬁkante Herunterregulation im Vergleich zur Negativkontrolle festgestellt.
6DMAN wiederum scheint zu keinem Zeitpunkt einen Einﬂuß auf die uterine VEGF-
mRNA-Expression auszuüben.
Nach 7-stündiger Behandlung mit 8PN steigt die mRNA-Expression von VEGF auf das
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6-fache. Nach 24-stündiger Behandlung scheint immer noch eine ca. 4-fache Hochregulati-
on der VEGF-mRNA vorhanden zu sein. Ähnlich wie bei der Behandlung mit E2 kommt
es jedoch nach einer 72-stündigen Behandlung mit 8PN zu einer signiﬁkanten Herunterre-
gulation der Expression der VEGF-mRNA auf ca. die Hälfte des Wertes in den Uteri der
Kontrolltiere.
Die mRNA-Expression von VEGFR2 ist im Uterus nach 7-stündiger E2-Behandlung
ebenfalls stark hochreguliert. Im Vergleich zu den Trägersubstanz-behandelten Kontroll-
tieren konnte eine Hochregulation um das 4,5-fache gemessen werden. Nach 24 h ist nur
noch eine Hochregulation um den Faktor 1,9 feststellbar und nach 72 h E2-Behandlung
ist auch die mRNA-Expression von VEGFR2 auf das 0,4-fache des Wertes in den Uteri
der Kontrolltiere herunterreguliert.
Auch auf die Expression dieses Gens hat 6DMAN oﬀenbar im Uterus keinen Einﬂuß.
Die Ergebnisse der Messungen der VEGFR2-mRNA-Regulation nach Behandlung mit
8PN wiesen eine etwas stärkere Streuung auf. Die gemessenen Unterschiede in der Ex-
pression dieses Gens waren daher mathematisch nicht signiﬁkant. Betrachtet man jedoch
das Gesamtbild aller drei Meßzeitpunkte, kann man dennoch sagen, daß das Ergebnis
qualitativ in etwa dem entspricht, was nach der Behandlung mit E2 gemessen wurde.
Das heißt, man beobachtet eine schnelle, bereits nach 7 h sichtbare Hochregulation der
VEGFR2-mRNA-Expression, welche nach 24 h bereits zurückgeht. Nach 72 h ist kein Un-
terschied zur Negativkontrolle mehr vorhanden. Ob es Analog zur VEGFR2-Expression
nach E2-Behandlung auch nach 72-stündiger oder längerer Behandlungszeit mit 8PN zu
einer Herunterregulation der mRNA-Expression von VEGFR2 kommt, ist nicht sicher.
Uterine Genexpression nach 72-stündiger Behandlung mit 7OPN
Eine Behandlung mit 7OPN wurde nur über den für uterotrophe Tests üblichen Zeitraum
von 72 h durchgeführt. Die Ergebnisse wurden mit denen der Trägersubstanz-behandelten
Kontrolltieren und mit der E2-behandelten Positivkontrolle verglichen. Abbildung 3.10
auf Seite 64 gibt einen Überblick über die Ergebnisse. Die Behandlung wurde im selben
Experiment wie die der anderen 72 h behandelten Tiere durchgeführt. Die Werte der
Gruppe E2 entsprechen daher den im vorherigen Abschnitt präsentierten Werten der
gleichen Behandlungsgruppe.
Während E2 eine starke, für diesen Zeitpunkt aufgrund einer starken Streuung der
Meßwerte jedoch nicht signiﬁkante, Hochregulation der Proliferationsmarker PCNA und
KI67 bewirkt, konnte in den mit 7OPN behandelten Tiere für die mRNA-Expression
PCNA und KI67 kein signiﬁkanter Unterschied zur mit der Trägersubstanz behandelten
Kontrollgruppe gemessen werden.
Die mRNA-Expression der im proliferierenden Endometrium stark exprimierten Gene
VEGF und VEGFR2 ist, wie auch am zeitlichen Verlauf (Abb. 3.9, S. 62) deutlich
wird, nach 72-stündiger Behandlung mit E2 bereits wieder unter das Expressionsniveau
der Negativkontrolle gefallen. Sie beträgt noch ca. das 0,5-fache der VEGF-Expression in
den Uteri der Kontrolltiere. Ein Einﬂuß von 7OPN auf die mRNA-Expression von VEGF
und VEGFR2 konnte jedoch nicht festgestellt werden.
Die uterine mRNA-Expression von ERα ist somit nach 72-stündiger Behandlungszeit,
wie bereits im vorherigen Abschnitt besprochen, auf ca. 40% der basalen Expressionsrate







































Abbildung 3.10: Relative Expressionsrate E2-abhängig regulierter Gene im Uterus von
Wistar-Ratten nach 17-tägiger Behandlung mit 7OPN und E2 im Vergleich zu den nur mit der
Trägersubstanz behandelten Kontrolltieren (=1). A uterotrophieassiziierte Gene B weitere
E2-regulierte Gene. * (P ≤ 0, 05), ** (P ≤ 0, 01) und *** (P ≤ 0, 001) zeigen signiﬁkante
Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle an.
Auch die Expression der mRNA von ERβ ist im Uterus nach einer E2-Behandlung über
72 h deutlich auf das 0,4-fache der basalen Expressionsrate herunterreguliert. Aber auch
7OPN bewirkt eine signiﬁkante, wenngleich nur schwache, Herunterregulation der mRNA-
Expression dieses Gens im Uterus auf das 0,75-fache des Wertes der Negativkontrolle.
In den E2-behandelten Tieren wird die uterine mRNA-Expression vonC3 7-fach hochre-
guliert. Nach gleichlanger Behandlung mit 7OPN jedoch wurde eine sehr starke Herunter-
regulation der C3-mRNA-Expression festgestellt. Sie beträgt nur noch 1/50 der Expression
in den Kontrolltieren.
Die mRNA-Expression von Clusterin sank aufgrund der 72-stündigen Behandlung mit
E2, wie bereits zuvor beschrieben, auf 20% der uterinen Expressionsrate in den Kontroll-
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tieren. Aber auch die 72-stündige Behandlung mit 7OPN führt zu einem signiﬁkanten
Rückgang der uterinen Clusterin-mRNA-Expression auf das 0,6-fache der Expression in
den Uteri der Kontrolltiere.
Keinen signiﬁkanten Unterschied zur Negativkontrolle zeigt die Expressionrate des Pro-
gesteronrezeptors nach 72-stündiger E2-Behandlung. Demgegenüber bewirkt 7OPN
einen deutlichen Anstieg der uterinen PR-Expression auf mehr als das Dreifache der ba-
salen Expressionsrate.
Die uterine mRNA-Expressionsrate von COX2 ist nach 72-stündiger E2-Behandlung
deutlich verringert. Sie beträgt nur noch das 0,4-fache der Expressionsrate in den Uteri der
trägersubstanzbehandelten Kontrolltiere. Die 7OPN-Behandlung bewirkte jedoch oﬀenbar
keine Veränderung der COX2-mRNA-Expression.
Uterine Expression Arylhydrocarbonrezeptor-regulierter Gene
Die zeitabhängige Expression des AhR und AhR-regulierter Gene ist in Abb. 3.11, S. 66
dargestellt.
Die mRNA-Expression des AhR ist nach Berhandlung mit E2 schon nach 7 Stunden
deutlich auf die Hälfte herunterreguliert. 24 h nach Behandlungsbeginn ist die Expres-
sionsrate des AhR noch etwas weiter auf ca. 1/4 des ursprünglichen Niveaus gesunken.
Auch nach 72 h E2-Behandlung ist tendentiell eine verringerte AhR-Expression erkenn-
bar, wenngleich diese statistisch nicht signiﬁkant ist.
Im Unterschied zur Behandlung mit E2 bewirkt die Behandlung mit 6DMAN keinerlei
Veränderung der AhR-Expression.
Nach Behandlung mit 8PN ist ein zu E2 vergleichbares AhR-Expressionsmuster er-
kennbar. Wiederum ist nach 7- bzw. 24-stündiger Behandlung ein Rückgang der AhR-
Expression auf weniger als die Hälfte erkennbar. 72 Stunden nach Behandlungsbeginn
wurde jedoch ein leichter, nicht signiﬁkanter Anstig gegenüber der basalen Expression auf
das 1,75-fache gemessen.
Nach 7-stündiger Behandlungszeit mit E2 ist zwar ein leichter statistisch auch nicht
signiﬁkanter Rückgang der GSTA2-mRNA-Rexpression gemessen worden, allerdings war
die Expression auch in den Uteri der nur mit der Trägersubstanz behandelten Tiere ex-
trem niedrig. Aufgrund dieser Tatsache konnte mit den Uterus-Proben der 24 h mit E2
behandelten Tiere auch nur eine zuverlässige Messung durchgeführt werden. Dieser Meß-
wert liegt allerdings bereits 40-fach über dem der Negativkontrolle. Nach 72-stündiger
E2-Behandlung ist eine recht starke mRNA-Expression von GSTA2 erkennbar. Es wurde
eine über 2000-fache Hochregulation festgestellt.
Im Gegensatz dazu konnte nach Behandlung mit 6DMAN keine Veränderung der Gen-
expression von GSTA2 gemessen werden.
Auch nach Behandlung mit 8PN wird zunächst keine Veränderung der Genexpression
sichtbar. In den Uteri der 72 h mit 8PN behandelten Tiere wurde jedoch ein signiﬁkanter
Anstieg auf das 17-fache der basalen GSTA2-mRNA-Expression gemessen.
Bezüglich der mRNA-Expression von Cyp1A1 liegen keine Daten der 72 h behandelten
Tiere vor. Die vorhandenen Genexpressionsdaten aus den Uteri der 7 h und 24 h behandel-
ten Tiere zeigen aber einen deutlichen Rückgang der Cyp1A1-Expression sowohl nach E2-
als auch nach 8PN-Behandlung. Nach Behandlung mit E2 geht die Cyp1A1-Expression





























































Abbildung 3.11: Zeitabhängige Regulation der mRNA-Expression des AhR, sowie der AhR-
regulierten Gene GSTA2, Cyp1A1, Cyp1B1, und NMOR im Uterus von Wistar-Ratten nach
Behandlung mit 6DMAN, 8PN und E2 über 7 h, 24 h und 72 h (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05),
** (P ≤ 0, 01) und *** (P ≤ 0, 001) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbehandelten
Kontrolle an.
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Behandlung scheint noch eine Herunterregulation stattzuﬁnden. Sowohl nach 7- als auch
nach 24-stündiger 8PN-Behandlung geht die Cyp1A1-mRNA-Expressionsrate auf ca. 15-
20% des Wertes der Negativkontrolle zurück. 6DMAN scheint jedoch keinen Einﬂuß auf
die Cyp1A1-Expression zu haben.
Völlig anders sieht das uterine Expressionsmuster von Cyp1A2 aus. Bei diesem Gen
bewirkt E2 einen raschen Anstieg der Expression. Der höchste Wert mit dem 4-fachen der
basalen Expressionsrate wurde nach 7-stündiger E2-Behandlung gemessen. Anschließend
fällt die Expressionsrate wieder auf das Niveau der Negativkontrolle ab.
Die Behandlung mit 6DMAN bewirkt demgegenüber nur eine geringe Änderung der
Cyp1A2-mRNA-Expression. Nach 72 h ist ein signiﬁkanter Anstieg auf das 2,5-fache des
Wertes der Negativkontrolle feststellbar.
Keine signiﬁkante Änderung der Cyp1A2-Expression war nach Behandlung mit 8PN
meßbar.
Obwohl die Messung der mRNA-Expression von NMOR mit einem großen Fehler be-
haftet war, wird deutlich, daß die NMOR-Expressionsmuster im Uterus nach Behandlung
mit E2 und mit 8PN sehr ähnlich sind. Wahrscheinlich tritt in beiden Fällen eine bipha-
sische Regulation auf, bei der nach einer Verzögerung (nach 7-stündiger Behandlung ist
die Expressionsrate noch auf dem Niveau der Negativkontrolle) ein leichte Hochregulation
stattﬁndet, welche in den 24 h behandelten Tieren sichtbar wird, die dann wieder abklingt,
sodaß nach 72-stündiger Behandlung wiederum kein Unterschied zur Negativkontrolle fest-
gestellt werden kann.
Die Behandlung mit 6DMAN bewirkt jedoch keine nennenswerte Änderung der uterinen
NMOR-mRNA-Expression.
3.3.3 Genexpression in der Vena cava
In der Vena cava der hier untersuchten Wistar-Ratten wurden anders als im Uterus aus
Zeitgründen nur die Expressionsmuster östrogenabhängig regulierter Gene nach Behand-
lung mit E2, 6DMAN und 8PN ermittelt. Die dabei gewonnenen Ergebnisse sind in Ab-
bildung 3.12 auf Seite 68 dargestellt. Bislang wurde weder der Einﬂuß von 7OPN auf die
Genexpression in der Vena cava noch die zeitabhängige Expression Ah-Rezeptor-regulierter
Gene untersucht.
Die mRNA-Expression von ERα konnte in der Vena cava aller Behandlungsgruppen
nachgewiesen werden. ERβ war jedoch extrem schwach exprimiert, daher war es nicht
möglich, die Regulation der Expression zuverlässig zu bestimmen, zumal oﬀenbar nach
keiner der durchgeführten Behandlungen ein starker Anstieg der ERβ-mRNA-Expression
zu beobachten war, welcher zu einer besseren Meßbarkeit der Expression dieses Gens
geführt hätte. (Daten nicht dargestellt).
In einer ersten Serie von Messungen wurde die Expression aller untersuchten Gene in
der Vena cava nach 24-stündiger Behandlung mit allen drei Testsubstanzen E2, 6DMAN
und 8PN sowie der Proben der nur mit der Trägersubstanz behandelten Tiere durchge-
führt. Daraufhin wurde nur die Expression derjenigen Gene auch nach den anderen beiden
Behandlungszeiträumen von 7 h und 72 h untersucht, welche nach der Behandlungszeit
von 24 h eine signiﬁkante Veränderung der Genexpression unter einer der Testbedingungen
zeigten. Keine Veränderte mRNA-Expression nach einer 24-stündigen Behandlung mit E2,
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Abbildung 3.12: Zeitabhängige Regulation der Expression der Gene ERα, Clu, ACE, eNOS,
PCNA und VEGFR2 in der Vena cava von Wistar-Ratten nach Behandlung mit E2, 6DMAN
und 8PN über 7 h, 24 h und 72 h (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05), ** (P ≤ 0, 01) und ***
(P ≤ 0, 001) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle an.
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sind ebenfalls nicht abgebildet. Die Expressionsmuster aller weiteren untersuchten Gene
sind in Abbildung 3.12 auf Seite 68 dargestellt.
Die mRNA-Expression von ERα ist nach E2-Behandlung in der Vena cava nach allen
untersuchten Behandlungszeiten deutlich herunterreguliert. Nach einer Behandlungszeit
von 7 h betrug die Expressionsrate von ERα ca. das 0,5-fache der basalen Expression.
Nach 24 h wurde das 0,7-fache der Expression in der Vena cava der Kontrolltiere gemessen
und nach 72-stündiger Behandlungszeit mit E2 sogar nur das 0,2-fache der ERα-mRNA-
Expression in der Vena cava dieser Tiere.
Auch die Behandlung mit 6DMAN ruft eine verringerte ERα-mRNA-Expression her-
vor. Allerdings setzt die Herunterregulation oﬀenbar erst später ein. Nach 7-stündiger
Behandlungszeit ist noch kein Unterschied zur Negativkontrolle feststellbar. Nach einer
Behandlungszeit von 24 h sinkt die Expressionsrate von ERα in der Vena cava jedoch auf
das 0,6-fache der Expression in der Vena cava der Kontrolltiere und nach einer Behand-
lungszeit von 72 h wird nur noch der 0,3-fache Wert gemessen.
Beinahe identisch erscheint das Expressionsmuster von ERα nach Behandlung mit 8PN.
Nach einem Bahndlungszeitraum von 7 h ist noch keine veränderte ERα-mRNA-Expression
feststellbar. Nach 24-stündiger Behandlung mit 8PN wird eine deutliche Tendenz zur Ver-
ringerung der ERα-Expression sichtbar und nach 72-stündiger Behandlung beträgt die
mRNA-Expression von ERα in der Vena cava noch ca. das 0,3-fache der Expressionsrate
in der Vena cava der Kontrolltiere.
Relativ ähnlich sind die Muster der mRNA-Expression von Clusterin in der Vena
cava nach Behandlung mit den drei Testsubstanzen E2, 6DMAN und 8PN. Nach Behand-
lung mit E2 wird zwar eine Herunterregulation der Clu-Expression sichtbar, allerdings
ist diese nach 7-stündiger Behandlungszeit nur tendentiell erkennbar und mathematisch
nicht signiﬁkant. Sehr deutlich wird sie erst nach 24-stündiger Behandlung mit E2. Die
Clu-mRNA-Expression liegt nach dieser Behandlungszeit nur noch bei ca. 30% der Ex-
pressionsrate in der Vena cava der Kontrolltiere. Nach der E2-Behandlung über 72 h ist
jedoch keine signiﬁkante Regulation der Clu-mRNA-Expression mehr feststellbar.
Eine deutliche Verringerung der Clu-Expressionsrate in der Vena cava nach Behandlung
mit 6DMAN ist bereits nach 7 h sichtbar. Es wurde weniger als das 0,4-fache der Expression
in den Kontrolltieren gemessen. Die Clu-Expression sank nach 24-stündiger Behandlung
noch weiter auf das 0,2-fache der basalen Expressionsrate. Genau wie nach Behandlung
mit E2 steigt die Clu-mRNA-Expression in der Vena cava nach Behandlung mit 6DMAN
nach 72 h wieder auf das Niveau der Expression in den Kontrolltieren an.
Auch nach Behandlung mit 8PN ist ein ähnliches Clu-Expressionsmuster in der Vena
cava wie nach der Behandlung mit E2 in Form einer U-förmigen Kurve erkennbar. Nach
einer Behandlungszeit von 7 h ist evtl. eine leicht erhöhte Clu-mRNA-Expression in der
Vena cava erkennbar. Nach 24 h fällt die Expressionsrate wahrscheinlich auf ca. 60% der
basalen Expression ab. Zum letzten Meßzeitpunkt nach 72 h ist wiederum kein Unterschied
zur Expressionsrate in der Vena cava der Kontrolltieren mehr erkennbar.
Die mRNA-Expression von ACE ist in der Vena cava durch die Behandlung mit E2
biphasisch reguliert. Nach 7 h wurde eine tendentiell erhöhte Expression gemessen, wenn-
gleich der Wert statistisch nicht signiﬁkant ist. Nach 24-stündiger E2-Behandlung wurde
eine Herunterregulation der ACE-mRNA-Expression in der Vena cava auf ca. 50% der
Expression in der Negativkontrolle gemessen. Nach einem Behandlungszeitraum von 72 h
geht die ACE-mRNA-Expression sogar noch weiter auf das 0,2-fache der basalen Expres-
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sion in der Vena cava zurück.
Nach 7-stündiger Behandlung mit 6DMAN ist noch keine veränderte venöse ACE-
Expression feststellbar. Im weiteren Verlauf wird die mRNA-Expression von ACE aber
auch durch 6DMAN herunterreguliert. Sowohl nach einem Behandlungszeitraum von 24 h
liegt die mRNA-Expressionsrate dieses Gens nur bei etwa dem 0,3-fachen der ACE-Ex-
pression in der Vena cava der Kontrolltiere. Nach 72-stündiger Behandlung mit 6DMAN
beträgt die Expressionsrate nur noch das 0,1-fache des Wertes der Negativkontrolle.
Auch die Behandlung mit 8PN scheint eine Verringerung der ACE-mRNA-Expression
in der Vena cava hervorzurufen. Auch in diesem Fall ist nach 7 h noch kein Unterschied zur
Negativkontrolle zu beobachten. Nach 24 h ist ebenfalls nur eine leicht fallende Tendenz
sichtbar, aber nach 72stündiger Behandlungszeit mit 8PN ist die venöse ACE-Expression
signiﬁkant auf ca. 10% der Expressionsrate in der Vena cava der Kontrolltiere gesunken.
Die Expression von eNOS wird in der Vena cava der Ratten ebenfalls deutlich durch
die Behandlung mit E2 beeinﬂußt. Nach 7-stündiger Behandlunszeit ist allerdings noch
kein Unterschied zur Negativkontrolle feststellbar. Nach einer Behandlungszeit von 24 h
tritt wahrscheinlich eine Hochregulation der eNOS-Expression ein, wobei die Meßwerte
statistisch nicht signiﬁkant sind. Nach 72-stündiger Behandlung mit E2 geht die eNOS-
Expression in der Vena cava jedoch stark zurück. Sie liegt dann nur noch bei weniger als
10% der Expressionsrate in den Trägersubstanz-behandelten Kontrolltieren.
Die Behandlung mit 6DMAN bewirkt weder nach 7 h noch nach 24 h eine Veränderung
der venösen eNOS-mRNA-Expression. Nach einer Behandlungszeit von 72 h bewirkt aber
auch die Behandlung mit 6DMAN eine Verringerung der eNOS-Expression auf 70%.
Für die Behandlung mit 8PN ergaben die Meßwerte nach 7 h eine leichte Verringerung
der venösen eNOS-mRNA-Expression auf ca. 80% der Negativkontrolle. Nach 24-stündiger
Behandlungszeit war kein Unterschied in der eNOS-mRNA-Expression in der Vena cava
zwischen den 8PN-behandelten und nur mit der Trägersubstanz behandelten Tieren meß-
bar. Nach 72-stündiger Behandlung jedoch war eine deutliche Herunterregulation auf das
0,2-fache der eNOS-Expression in der Vena cava der 8PN-behandelten Tiere im Vergleich
zur Negativkontrolle feststellbar.
Die Behandlung mit jeder der drei Testsubstanzen führte zu einer leichten Herunterre-
gulation der mRNA-Expression von PCNA. Bei der Behandlung mit E2 lag der Meßwert
nach 7-stündiger Behandlungszeit zwar noch nicht signiﬁkant unter dem Niveau der Ne-
gativkontrolle, nach 24 h war jedoch eine deutliche Abnahme der PCNA-Expression auf
das 0,4-fache der basalen Expressionsrate feststellbar. Nach 72-stündiger Behandlung mit
E2 lag die mRNA-Expressionsrate von PCNA jedoch wieder auf dem Niveau der Negativ-
kontrolle.
Die Behandlung mit 6DMAN verursacht bereits nach 7 h eine Herunterregulation der
PCNA-mRNA-Expression in der Vena cava der Wistar-Ratten auf ca. 35% des Wertes der
Negativkontrolle. Auch nach 24 h bleibt die Expressionsrate von PCNA in der Vena cava
annähernd bei diesem Wert. Nach 27-stündiger Behandlung mit 6DMAN steigt sie jedoch
wieder auf das basale Expressionsniveau an.
Nach 7-stündiger Behandlung mit 8PN ist noch keine Veränderung der Expressionsrate
der PCNA-mRNA nachweisbar. Nach 24 h jedoch kommt es auch in diesem Fall zu einer
deutlichen Verringerung der Expression auf ca. die Hälfte. Diese Herrunterregulation ist
auch nach 72-stündiger 8PN-Behandlung noch meßbar.
Wie oben erwähnt, war kein Einﬂuß der Testsubstanzen auf die VEGF-Expression in
70
3.4 Tierversuch 2 über 17 Tage in DA/Han-Ratten
der Vena cava nach 24-stündiger Behandlungszeit erkennbar. DerVEGFR2 jedoch wurde
durch alle drei Testsubstanzen deutlich in seiner Expressionsrate beeinﬂußt. Die Meßwerte
ergaben für die Behandlung mit E2 eine Halbierte VEGFR2-mRNA-Expressionsrate nach
7 h, danach eine starke Hochregulation auf über 300% der Negativkontrolle nach 24 h
und danach wiederum eine Herunterregulation auf ca. 20% der basalen Expressionsrate
nach 72 h. Die Behandlung mit 6DMAN bewirkte weder nach 7 h noch nach 24 h eine
signiﬁkante Veränderung der VEGFR2-Expression. Nach 72-stündiger Behandlungszeit
jedoch war eine Verringerung der VEGFR2-Expressionsrate ebenfalls auf ca. 20% des
Wertes der Negativkontrolle feststellbar.
3.4 Tierversuch 2 über 17 Tage in DA/Han-Ratten
Dieser Tierversuch diente der Abschätzung der Wirkung von iCR auf Uterus und Gefäß-
system im Vergleich zu E2 bei längerfristiger Verabreichung. Dafür wurde wiederum das
Uterusgewicht bestimmt, sowie die Expression E2-regulierter Gene in Uterus und Vena
cava gemessen. Zusätzlich wurde aber auch die Genexpression in der Aorta als arteriellem
Gefäß überprüft. Die Messung der Regulation der Expression wichtiger in Cholesterinstoﬀ-
wechsel und -transport involvierter E2-regulierter Gene durch iCR in der Leber diente der
Bestimmung des Einﬂusses von iCR auf das für die Gefäße ebenfalls bedeutsame Lipid-
proﬁl. Zur Identiﬁzierung ER-vermittelter Wirkmechanismen wurde auch eine gleichzeitige
Behandlung mit dem Antiöstrogen Fulvestrant durchgeführt.
3.4.1 Uterotropher Test
Abbildung 3.13 auf Seite 72 zeigt deutlich, daß die Behandlung mit E2 zu einer Erhöhung
desUterusgewichtes führt. Während das mittlere Uterusgewicht in den Tieren der unbe-
handelten Kontrollgruppe bei 0,12 g liegt, führte die Behandlung mit E2 zu einem Anstieg
des mittleren Uterusgewichts um beinahe 300% auf ca. 0,4 g. Dieser Anstieg kann durch
die gleichzeitige Behandlung mit dem Antiöstrogen Fulvestrant inhibiert werden. In allen
anderen Behandlungsgruppen ist jedoch kein signiﬁkanter Anstieg des Uterusgewichts zu
beobachten.
Die mRNA-Expression der beiden Proliferationsmarker PCNA und KI67 ﬁel in al-
len Behandlungsgruppen nach 17-tägiger Behandlung leicht unter das Expressionsniveau
der Negativkontrolle. Eine Ausnahme bildet nur die Expression von KI67 nach iCR-
Behandlung. Sie unterscheidet sich nicht signiﬁkant von der Expression in der Negativ-
kontrolle.
Die VEGF-mRNA-Expression bewegt sich am Ende des 17-tägigen Behandlungszeit-
raums ebenfalls in allen Behandlungsgruppen auf dem Niveau der Negativkontrolle.
3.4.2 Genexpression im Uterus
Die Expression aller weiteren untersuchten Gene im Uterus der Ratten aus dem ersten
Tierversuch sind in Abbildung 3.14 auf Seite 73 dargestellt.
Es konnte die Expression von ERα sowie die Expression von ERβ im Uterus der unter-




























































Abbildung 3.13: Uterusgewicht und Regulation der Expression Uterotrophie-assoziierter
Gene im Uterus von DA/Han-Ratten durch iCR und E2 nach 17-tägiger Behandlung (un-
behandelt=1). * (P ≤ 0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbe-
handelten Kontrolle an. + (P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unterschiede
zwischen Behandlung mit E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2 bzw. iCR und
Fulvestrant an.
Sowohl die Expression von ERα als auch die Expression von ERβ im Uterus ist
nach E2-Behandlung auf die Hälfte bzw. auf 1/5 verringert. Die Verringerung der ERα-
Expression wird durch die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant vollständig antagoni-
siert, während dieser Eﬀekt bei der Expression von ERβ nur als nicht signiﬁkante Ten-
denz erkennbar wird. iCR bewirkt einen schwachen aber signiﬁkanten Anstieg der ERα-
Expression, welche tendentiell auch durch Fulvestrant hervorgerufen wird. Diese Wirkung
ist additiv, wie aus dem stärkeren Anstieg der ERα-Expression nach kombinerter iCR- und
Fulvestrant-Behandlung hervorgeht. Weder iCR noch Fulvestrant rufen eine Änderung der
Expression von ERβ hervor.
Die mRNA-Expression vonKomplement C3 steigt nach E2-Behandlung im Uterus um
mehr als das 200-fache im Vergleich zur Expression in der unbehandelten Kontrollgruppe
an. Gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant kann die Hochregulation der C3-Expression
durch E2 vollständig antagonisieren. Sowohl die Behandlung mit Fulvestrant allein, die
Behandlung mit iCR, als auch die gleichzeitige Behandlung mit iCR und Fulvestrant
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Abbildung 3.14: Relative Expressionsrate der E2-abhängig regulierten Gene ERα, ERβ,
C3, Clu, PR und COX2 im Uterus von DA/Han-Ratten nach 17-tägiger Behandlung mit iCR
und E2 (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unterschiede
zur unbehandelten Kontrolle an. + (P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante
Unterschiede zwischen Behandlung mit E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2
bzw. iCR und Fulvestrant an.
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führen zu einer signiﬁkanten Verringerung der C3-mRNA-Expression auf ca. die Hälfte im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
Die Clusterin-mRNA-Expression im Uterus ist nach 17-tägiger E2-Behandlung auf
weniger als 1/4 der Expression in den Uteri der unbehandelten Kontrolltiere gesunken.
Gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant führt zu einer teilweisen Antagonisierung der
beobachteten Herunterregulation. Weder Fulvestrant allein noch iCR noch die kombinier-
te Behandlung mit iCR und Fulvestrant führten zu einer signiﬁkanten Veränderung der
Expression der Clusterin-mRNA in den Uteri.
Die Expression der Progesteron-Rezeptor mRNA ist nach 17-tägiger E2-Behandlung
auf die Hälfte gesunken. Auch die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant führt zu dem
gleichen Ergebnis. iCR bewirkt keine Änderung der Expression. Die Behandlung mit ei-
ner Kombination von iCR und Fulvestrant bewirkt ebenfalls eine Senkung der mRNA-
Expression auf die Hälfte im Vergleich mit den unbehandelten Tieren. Die Behandlung
mit Fulvestrant allein bewirkt keine Änderung der PR-Expression.
Keine der durchgeführten Behandlungen führte zu einer signiﬁkanten Änderung der
Expression der COX2-mRNA.
3.4.3 Genexpression in der Vena cava
Die Expressionsmuster der in der Vena cava untersuchten Gene sind auf zwei Abbildungen
verteilt dargestellt. Abbildung 3.15 auf Seite 75 zeigt die Expression von ERα, Clusterin,
KI67, PCNA und Komplement C3.
Ebenso wie im Uterus wird ERα durch die E2-Behandlung herunterreguliert. Die
mRNA-Expressionsrate beträgt nach 17 Tagen noch ca. 40% der Expression in den Venae
cavae der unbehandelten Kontrolltiere. Fulvestrant antagonisiert den Eﬀekt von E2 auf die
ERα-Expression vollständig. Die Behandlung mit iCR führt weder allein noch in Kombi-
nation mit Fulvestrant zu einer signiﬁkanten Änderung der ERα-Expression. Die alleinige
Behandlung mit Fulvestrant führt jedoch ebenfalls zu einer leichten Herunterregulation
der Expression der ERα-mRNA.
Eine Expression von ERβ konnte in der Vena cava der DA/HAN-Ratten nach keiner
der durchgeführten Behandlungen nachgewiesen werden.
Auch die Expression der mRNA von Clusterin wird in der Vena cava nach 17-tägiger
E2-Behandlung herunterreguliert. Die Expressionsrate liegt bei ca. 60% im Vergleich zur
Clusterin-Expression in den Venae cavae der unbehandelten Kontrolltiere. Zwar deutet
die gemessene mittlere Expression bei gleichzeitiger Behandlung mit E2 und Fulvestrant
auf eine E2-antagonisierende Wirkung von Fulvestrant in Bezug auf die Clusterin-mRNA-
Expression in der Vena cava hin, allerdings sind die Meßwerte statistisch nicht signiﬁkant.
Wiederum ließ sich kein Eﬀekt der iCR-Behandlung auf die Expression der Clusterin
mRNA nachweisen. Auch in Kombination mit Fulvestrant bleibt die mRNA-Expression
von Clusterin in der Vena cava unverändert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Be-
handlung mit Fulvestrant allein führt jedoch zu einer sehr leichten, aber signiﬁkanten
Verringerung der Clusterin-mRNA-Expression.
Auch die Expression der mRNA des Proliferationsmarkers KI67 in der Vena cava ist
nach E2-Behandlung über eine Zeitraum von 17 Tagen auf ca. 60% verringert. Die gleich-
zeitige Behandlung mit Fulvestrant verhindert auch bei der KI67-mRNA diese Herunter-
regulation vollständig. iCR hat wiederum keinen Einﬂuß auf die KI67-mRNA-Expression
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Abbildung 3.15: Relative Expressionsrate der E2-abhängig regulierten Gene ERα, Clu,
KI67, PCNA und C3 in der Vena cava von DA/Han-Ratten nach 17-tägiger Behandlung mit
iCR und E2 (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unter-
schiede zur unbehandelten Kontrolle an. + (P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante
Unterschiede zwischen Behandlung mit E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2
bzw. iCR und Fulvestrant an.
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im Vergleich zur Negativkontrolle. Dies triﬀt auch auf die gleichzeitige Behandlung mit
iCR und Fulvestrant zu. Die ausschließliche Behandlung mit Fulvestrant führt schließlich
zu einem Anstieg der Expression der KI67 mRNA in der Vena cava auf das 1,6-fache des
Wertes in den Venae cavae der unbehandelten Kontrolltiere.
Die mRNA-Expression des zweiten getesteten Proliferationsmarkers PCNA blieb nach
allen Behandlungen in der Vena cava unverändert im Vergleich zur Expression in den
unbehandelten Kontrolltieren.
Die Expression der mRNA vonKomplement C3 bleibt nach 17-tägiger E2-Behandlung
in der Vena cava der Ratten unverändert. Die Kombination mit Fulvestrant führt jedoch
zu einem signiﬁkanten Anstieg der C3-Expression auf das 1,5-fache der Expression in der
Vena cava der unbehandelten Kontrolltiere. Auch iCR führt zu einem Anstieg der C3-
Expression auf den gleichen Wert. Die gleichzeitige Behandlung mit iCR und Fulvestrant,
wie auch die Behandlung mit Fulvestrant allein führt zu keiner Änderung der Expression
der C3-mRNA.
Die Expressionsproﬁle der Gene eNOS, ACE, COX2 und VEGF sind in Abbildung 3.16
auf Seite 77 dargestellt.
Die Behandlung mit E2 über einen Zeitraum von 17 Tagen führt in der Vena cava der
Ratten zu keiner Veränderung der mRNA-Expression von eNOS. Auch die gleichzeiti-
ge Behandlung mit Fulvestrant führt zu keiner Änderung der eNOS-mRNA-Expression.
Nach iCR-Behandlung ist ein geringer 1,3-facher Anstieg der eNOS-mRNA-Expression in
der Vena cava im Vergleich zur Negativkontrolle zu beobachten. Dieser Anstieg ist bei
gleichzeitiger Behandlung mit Fulvestrant noch deutlicher. Hier ist eine Verdopplung der
eNOS-mRNA-Expression im Vergleich zur Negativkontrolle zu beobachten. Nach alleini-
ger Behandlung mit Fulvestrant war keine Veränderung der Expression der eNOS-mRNA
in der Vena cava im Vergleich zur Expression in den unbehandelten Kontrolltieren fest-
stellbar.
Die mRNA von ACE wird in der Vena cava nach 17-tägiger E2-Behandlung auf ca.
50% der Expression in den unbehandelten Kontrolltieren herunterreguliert. Fulvestrant
antagonisiert diesen Eﬀekt nahezu vollständig. Auch die Behandlung mit iCR führt zu
einer geringen Herunterregulation der ACE-mRNA-Expression in der Vena cava auf das
0,8-fache der Expression in der Negativkontrolle. Hier führt Fulvestrant zu keiner signiﬁ-
kanten Verringerung des Eﬀekts. Nach ausschließlicher Behandlung mit Fulvestrant konnte
ebenfalls eine Verringerung der mRNA-Expression von ACE auf ca. 40% gemessen werden.
Die COX2-mRNA wird durch E2 in der Vena cava der DA/Han-Ratten stark her-
unterreguliert. Ihre Expression beträgt nach der 17-tägigen Behandlung nur noch 15%
der Expression in der Vena cava der unbehandelten Kontrolltiere. Fulvestrant kann die-
sen Eﬀekt in der eingesetzten Konzentration nur teilweise antagonisieren. Auch die iCR-
Behandlung führt zu einer signiﬁkanten Verringerung der COX2-mRNA-Expression auf
das 0,7-fache des Wertes der Negativkontrolle. Bei der kombinierten Behandlung mit iCR
und Fulvestrant kann die gleiche Verringerung der COX2-mRNA-Expression beobachtet
werden. Nach der alleinigen Behandlung mit Fulvestrant wurde sogar eine Halbierung der
COX2-Expression in der Vena cava im Vergleich zur Negativkontrolle festgestellt.
Eine statistisch signiﬁkante Regulation der Expression der VEGF-mRNA in der Vena
cava konnte nach keiner der durchgeführten Behandlungen beobachtet werden.
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Abbildung 3.16: Relative Expressionsrate der E2-abhängig regulierten Gene eNOS, ACE,
COX2 und VEGF in der Vena cava von DA/Han-Ratten nach 17-tägiger Behandlung mit iCR
und E2 (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unterschiede
zur unbehandelten Kontrolle an. + (P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante
Unterschiede zwischen Behandlung mit E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2
bzw. iCR und Fulvestrant an.
3.4.4 Genexpression in der Aorta
Die mRNA-Expressionsmuster in der Aorta sind ebenfalls auf zwei Abbildungen verteilt
dargestellt. Abbildung 3.17 auf Seite 78 zeigt die Expression von ERα, Progesteronrezep-
tor, KI67, PCNA, Clusterin und Komplement C3.
Die mRNA-Expression von ERα in der Aorta ist nach 17-tägiger Behandlung auf das
ca. 0,4-fache der Negativkontrolle gesunken. Dies ändert sich auch durch gleichzeitige Be-
handlung mit Fulvestrant nicht. Sowohl die Behandlung mit iCR, als auch die gleichzeitige
Behandlung mit iCR und Fulvestrant rufen keine Änderung der ERα-mRNA-Expression
hervor. Nach 17-tägige Behandlung mit Fulvestrant allein ist jedoch wiederum eine signi-
ﬁkante Verringerung der Expression der ERα-mRNA auf das 0,4-fache des Wertes in der
Aorta der unbehandelten Kontrolltiere meßbar.
Es konnte keine Expression von ERβ in der Aorta der untersuchten Ratten nachgewie-
sen werden.
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Abbildung 3.17: Relative Expressionsrate der E2-abhängig regulierten Gene ERα, PR,
KI67, PCNA, Clu und C3 in der Aorta von DA/Han-Ratten nach 17-tägiger Behandlung mit
iCR und E2 (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unter-
schiede zur unbehandelten Kontrolle an. + (P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante
Unterschiede zwischen Behandlung mit E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2
bzw. iCR und Fulvestrant an.
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E2 E2+F iCR iCR+F F
Abbildung 3.18: Relative Expressionsrate der E2-abhängig regulierten Gene eNOS, ACE,
COX2, VEGF und VEGFR2 in der Aorta von DA/Han-Ratten nach 17-tägiger Behandlung
mit iCR und E2 (unbehandelt=1). * (P ≤ 0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unter-
schiede zur unbehandelten Kontrolle an. + (P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante
Unterschiede zwischen Behandlung mit E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2
bzw. iCR und Fulvestrant an.
79
3 Ergebnisse
keine Veränderung der Expressionsrate nach 17-tägiger E2-Behandlung. Auch nach iCR-
Behandlung ist keine Veränderung meßbar. Die Behandlung mit Fulvestrant bewirkt je-
doch sowohl allein, als auch in Kombination mit E2 eine Verringerung der PR-mRNA-
Expression am Ende des Behandlungszeitraums auf ca. die Hälfte der Expressionsrate
in den Aorten der unbehandelten Kontrolltiere. Auch in Kombination mit iCR ist dieser
Eﬀekt möglicherweise vorhanden. Die Daten sind jedoch aufgrund der großen Standard-
abweichung nicht eindeutig.
Weder die Behandlung mit E2 noch mit iCR führen zu einer veränderten Expression
des Proliferationsmarkers KI67 am Ende des Behandlungszeitraums in der Aorta. Die
Behandlung mit Fulvestrant führt zu einer signiﬁkanten Verringerung der KI67-mRNA-
Expression sowohl allein, als auch in Kombination mit E2. Die gemeinsame Behandlung
mit iCR und Fulvestrant bewirkt keine Veränderung der mRNA-Expression von KI67.
Der zweite untersuchte Proliferationsmarker PCNA weist in der Aorta nach keiner der
durchgeführten Behandlungen eine signiﬁkant veränderte mRNA-Expression auf.
Die mRNA-Expression von Clusterin ist in der Aorta nach E2-Behandlung zwar auf
ca. die Hälfte im Vergleich zur Expression in den unbehandelten Kontrolltieren verringert,
allerdings ist aufgrund der großen Standardabweichung der Meßergebnisse nicht eindeu-
tig nachweisbar, ob dieser Eﬀekt durch die gleichzeitige Verabreichung von Fulvestrant
antagonisierbar ist. Die 17-tägige Behandlung mit iCR führt zu keiner Veränderung der
Expression der Clusterin-mRNA in der Aorta. Die Behandlung mit Fulvestrant führt im
Vergleich zur Negativkontrolle zu einer auf das 0,4-fache verringerten Clusterin-mRNA-
Expression. Auch die gleichzeitige Behandlung mit iCR und Fulvestrant führt zu einer auf
die Hälfte verringerten Expression am Ende des 17-tägigen Behandlungszeitraums.
Auf die Regulation der mRNA von Komplement C3 in der Aorta scheint E2 am Ende
des 17-tägigen Behandlungszeitraums keinen Einﬂuß zu haben. Sowohl nach gleichzeiti-
ger Behandlung mit E2 und Fulvestrant und nach Behandlung mit iCR ist jedoch eine
Hochregulation der C3-mRNA auf das 1,5-fache dee Expression in den Aorten der un-
behandelten Kontrolltiere meßbar. Die Behandlung mit Fulvestrant und iCR, sowie die
Behandlung mit Fulvestrant allein bewirken wiederum keine signiﬁkante Veränderung der
mRNA-Expression von C3 in der Aorta der untersuchten Ratten am Ende der Behand-
lungszeit.
Abbildung 3.18 auf Seite 79 zeigt die mRNA-Expression von eNOS, ACE, COX2, VEGF
und VEGF-Rezeptor 2 in der Aorta.
Auch wenn die Behandlung mit E2 und mit E2 und Fulvestrant in Kombination ei-
ne leichte Herunterregulation der eNOS-mRNA-Expression nach 17 Tagen in der Aor-
ta zu bewirken scheinen, so kann dies aufgrund der großen Standardabweichungen nicht
statistisch belegt werden. Die Behandlung mit iCR führt zu keiner Änderung der mRNA-
Expression von eNOS im Vergleich zur Negativkontrolle. Dies gilt auch für die kombinierte
Behandlung mit iCR und Fulvestrant. Nach der alleinigen Fulvestrant-Behandlung jedoch
ist eine signiﬁkante Verringerung der Expression der eNOS-mRNA in der Aorta auf ca.
die Hälfte des Wertes in den unbehandelten Kontrolltieren feststellbar.
Das Expressionsmuster von ACE in der Aorta zeigt das gleiche Bild. Während weder
die 17-tägige Behandlung von E2 noch von iCR noch die gleichzeitige Behandlung mit
Fulvestrant eine signiﬁkante Änderung der mRNA-Expression in der Aorta bewirken, wird
durch die Behandlung mit Fulvestrant allein eine Herunterregulation der ACE-Expression
auf ca. 50% des Wertes in den unbehandelten Kontrolltieren erreicht.
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Die Expression der mRNA vonCOX2 war im Vergleich zur Negativkontrolle in der Aor-
ta unter allen getesteten Bedingungen leicht herunterreguliert. Allerdings wies die Statistik
den Wert für die gleichzeitige Behandlung mit iCR und Fulvestrant als nicht signiﬁkant
aus.
Die Expression der mRNA von VEGF hingegen blieb unter allen getesteten Bedingun-
gen unverändert.
Die mRNA des VEGFR-Rezeptors 2 scheint tendentiell ähnlich der von COX2 nach
allen durchgeführten Behandlungen herunterreguliert zu sein. Allerding ist, verursacht
durch relativ hohe Standardabweichungen, nur die Werte für die Gruppen, die mit iCR
bzw. mit iCR und Fulvestrant behandelt wurden, eine statistisch sichere Aussage mög-
lich. Hier beträgt die Herunterregulation der VEGFR2-mRNA in der Aorta ca. 50% im
Vergleich zur Negativkontrolle.
3.4.5 Genexpression in der Leber
Auch in der Leber wurde die Expression mehrerer Östrogen-regulierter Gene untersucht,
von denen Cyp7A1, ApoA1 Einﬂuß auf den Cholesterinmetabolismus bzw. -transport ha-
ben und somit von Relevanz für das Gefäßsystem sind. Die Expressionsproﬁle dieser Gene
sind in Abbildung 3.19 auf Seite 82 dargestellt.
Die mRNA-Expression von ERα ist nach 17-tägiger E2-Behandlung auf das 1,5-fache
heraufreguliert. Dieser Eﬀekt scheint durch die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant
teilweise antagonisierbar zu sein, denn die Expression der ERα-mRNA in der Leber dieser
Tiere weicht nicht signiﬁkant von der in der Leber der unbehandelten Kontrolltiere ab.
Andererseits ist aufgrund der Standardabweichungen kein signiﬁanter Unterschied fest-
stellbar, wenn man die Expression in den mit E2 und mit E2 und Fulvestrant gleichzeitig
behandelten Tieren direkt miteinander vergleicht. Darüberhinaus war in keiner der weite-
ren Behandlunsgruppen (iCR, iCR + Fulvestrant, Fulvestrant) eine signiﬁkante Verände-
rung der mRNA-Expression im Vergleich zur Expression in der Leber der unbehandelten
Kontrolltiere feststellbar.
Ebenfalls untersucht wurde die hepatische Expression von Clusterin in allen Behand-
lungsgruppen. Wie auch im Uterus führt die 17-tägige Behandlung mit E2 zu einer leichten
Verringerung der Clusterin-mRNA-Expression im Vergleich zur Expression in der Leber
der unbehandelten Kontrolltiere. Die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant kann die
Herunterregulation der Expression der Clusterin-mRNA antagonisieren. In allen weiteren
Behandlungsgruppen war keine signiﬁkante Veränderung der Clusterin-Expression in der
Leber feststellbar.
Auch die mRNA-Expression von Komplement C3 scheint in der Leber in allen Be-
handlungsgruppen weitgehend unverändert zu sein. Lediglich die gleichzeitige Behandlung
mit iCR und Fulvestrant scheint einen leichten Anstieg der C3-Expression in der Leber
auf das 1,7-fache des Wertes der Negativkontrolle hervorzurufen.
Die in der Leber untersuchten Gene mit funktioneller Bedeutung für das Gefäßsystem,
ApoA1 und Cyp7A1 zeigen jedoch eine deutlich östrogenabhängige Regulation ihrer Ex-
pression. Die mRNA-Expression von ApoA1 ist nach 17-tägiger E2-Behandlung auf das
1,8-fache der Expression in der Negativkontrolle hochreguliert. Die gleichzeitige Behand-
lung mit Fulvestrant führt zu einer beinahe vollständigen Antagonisierung dieses Eﬀekts.































































Abbildung 3.19: Relative Expressionsrate östrogenabhängig regulierter Gene in der Leber
von DA/Han-Ratten nach 17-tägiger Behandlung mit iCR und E2 (unbehandelt=1). * (P ≤
0, 05) und ** (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unterschiede zur unbehandelten Kontrolle an. +
(P ≤ 0, 05) und ++ (P ≤ 0, 01) zeigen signiﬁkante Unterschiede zwischen Behandlung mit
E2 bzw. iCR und kombinierter Behandlung mit E2 bzw. iCR und Fulvestrant an.
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ApoA1-Expression ist äußerst schwach, wenngleich nach iCR-Behandlung eine signiﬁkante
Herunterregulation der ApoA1-mRNA-Expression festgestellt wurde und die gleichzeitige
Behandlung mit iCR und Fulvestrant zu einer geringen Erhöhung der mRNA-Expression
von ApoA1 zu führen scheint.
Auch die Expression der mRNA von Cyp7A1 in der Leber ist nach 17-tägiger E2-
Behandlung stark hochreguliert. Sie beträgt ca. das 2,3-fache der Expressionsrate in der Le-
ber der unbehandelten Kontrollgruppe. Auch hier war eine Antagonisierung durch gleich-
zeitige Behandlung mit Fulvestrant möglich. Die 17-tägige Behandlung mit iCR führt
sowohl allein als auch in Kombination mit Fulvestrant zu einer leichten Verringerung
der Cyp7A1-mRNA-Expression auf das 0,6-fache der Expressionsrate der Negativkontrol-






Ein Teil meiner Arbeit bestand darin, die verwendeten Methoden, insbesondere die Gewin-
nung von HUVECs und die in vitro-Methoden zu etablieren. Weiterhin ist das Wissen um
die Stärken und Schwachpunkte dieser Methoden wichtig, um die Ergebnisse hinsichtlich
ihrer Zuverlässigkeit interpretieren zu können. Daher werden zuerst kurz die Methoden
diskutiert, bevor ausführlich die Ergebnisse interpretiert werden.
4.1 Diskussion der Methoden
4.1.1 HUVEC-Zellkultur
Ziel war es ein in vitro-Modell zur Erfassung östrogener Eﬀekte auf die Gefäßwand zu
etablieren. Zwar wurde auch die immortale Endothelzellinie HECV, welche aus HUVECs
hervorgegangen ist auf ihre Eignung als ein solches Modell getestet, diese zeigte jedoch
in Genexpressionsexperimenten keine typische E2-abhängige Genregulation. Ihre Morpho-
logie entsprach bei mikroskopischer Betrachtung auch nicht der typischen Pﬂasterstein-
struktur der HUVECs, sodaß von ihrer weiteren Verwendung abgesehen wurde und statt-
dessen Primärzellen aus Nabelschnurvenen gewonnen wurden.
Vorversuche zeigten eine leicht verbesserte Proliferationsrate in Gelatine-beschichteten
Zellkulturﬂaschen. Zur Überprüfung der Reinheit der Zellkultur erwies sich die mikroskopi-
sche Betrachtung als ausreichend, da Endothelzellen zum Einen eine typische Morphologie
A B
Abbildung 4.1: HUVEC A 1 Tag nach Gewinnung der Zellen aus einer Nabelschnurvene
(100x vergrößert) und B nach einer Passage mit 100%iger Konﬂuenz (40x)
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zeigen (siehe Abbildung 4.1) und zum Anderen die unter der Endothelzellschicht liegende
extrazellulärer Matrix eine Verunreinigung der Zellkultur mit glatten Muskulaturzellen
der Gefäßwand bei der Gewinnung der HUVECs wirkungsvoll verhindert.
Ein wichtiger Marker für Endothelzellen ist der von-Willebrandt-Faktor (231). Seine
Expression wurde einmalig in einer Zellkultur von der 0. bis zur 4. Passage auf gleichmäßig
hohem Niveau gezeigt (Daten nicht gezeigt). Dies diente als Nachweis für den Erhalt der
Eigenschaften von Endothelzellen in den HUVECs bis zu diesem Zeitpunkt und erlaubte
die Verwendung der HUVECs bis zur 4. Passage für die durchgeführten Experimente. Auch
Autoren anderer Studien geben an, HUVECs bis zur 4. Passage oder länger einzusetzen
(232, 233).
Die Proliferationsrate war je nach Nabelschnur, aus der die Zellen stammten, leicht un-
terschiedlich und auch die Östrogenresponsivität schien nicht immer gleich gut zu sein, wie
man auch an den Proliferationstests sehen kann, wo nur zum Teil eine östrogenabhängige
Zunahme der Proliferation erkennbar ist (Abb. 3.2, S. 53). Auch in anderen Veröﬀentli-
chungen wurde häuﬁg, aber nicht immer eine proliferative Wirkung von E2 auf HUVECs
festgestellt (232, 234, 235). Dies zeigt, daß sich HUVECs unterschiedlicher Quellen of-
fenbar bezüglich ihrer E2-Sensitivität unterschiedlich verhalten. Es war daher für alle
Experimente wichtig, falls die Zellen für ein Experiment aus mehreren Abschnitten ei-
ner Nabelschnur oder aus mehreren Nabelschnüren gewonnen wurden, diese beim ersten
Passagieren zu mischen, sodaß keine Unterschiede zwischen den mit den verschiedenen
Zellkulturen behandelten Testsubstanzen bestanden.
4.1.2 Proliferationstest
Der Proliferationstest mittels BCA mißt den Gesamtproteingehalt der Zellkultur. Dafür
wurden die Zellen in den 96-Wellplatten ausgebracht und behandelt, in denen dann auch
gemessen wurde. Eine mögliche Fehlerquelle stellt die Gelatinebeschichtung dar, die für
ein besseres Wachstum der Zellen aufgebracht wurde.
Dabei wurde wie oben beschrieben, deutlich, daß die für den Proliferationstest einge-
setzten HUVECs nicht in allen Fällen eine signiﬁkant E2-abhängige Proliferation zeigten.
So wurden im Proliferationstest A (Abb. 3.2 A, S. 53) überhaupt keine Unterschiede in der
Proliferationsrate durch die unterschiedlichen Testsubstanzen deutlich. Im Proliferations-
test B (Abb. 3.2 B) bewirkte E2 ebenfalls keine Steigerung der Proliferation der Zellen.
Allerdings führte die Behandlung mit Fulvestrant unabhängig davon, mit welcher der
Testsubstanzen es kombiniert wurde zu einer verringerten Proliferation (bei gleichzeitiger
Behandlung mit 8PN nur andeutungsweise), was vermuten läßt, daß die Proliferationsrate
nach dem Steroidentzug noch nicht auf das basale Niveau abgesunken war. Die Versuche
A und B können daher keinen endgültigen Aufschluß über die Beeinﬂussung der Prolife-
rationsrate durch die Naringenine und iCR geben. Bei den Versuchen C und D (Abb. 3.2
C und D) war jedoch eine östrogenabhängige Zunahme der Proliferation gegeben, sodaß
diese für die Einschätzung der Wirkung der weiteren Testsubstanzen auf die Proliferation
der HUVECs heragezogen werden konnten.
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4.1.3 Diﬀerenzierungstest
Für den Matrigel-Test wurde ein Vorversuch mit 50000 Zellen/Well unternommen. Diese
Zahl erwies sich als deutlich zu niedrig, da die zu erwartenden netzartigen Röhrenstruktu-
ren nur Ansatzweise zu erkennen waren. Die Zahl der eingesetzten Zellen wurde daher für
den eigentlichen Versuch deutlich auf 250000 Zellen/Well erhöht. Dies bewirkte auch in
der Negativkontrolle schon eine recht deutlichen Ausbildung der Netzstruktur, was dazu
führte, daß der Unterschied zur mit 10−8M E2 behandelten Positivkontrolle nicht so deut-
lich wie erhoﬀt ausﬁel. Es ist daher wahrscheinlich, daß die Zellzahl in diesem Fall etwas zu
hoch lag. Vermutlich liegt das Optimum bei ca. 200000 Zellen/Well einer 24-Well-Platte.
Weiterhin sollte beachtet werden, daß die Auswertung dieses Tests, so wie sie hier durch-
geführt wurde, ähnlich einer immunohistochemischen Untersuchung, einer gewissen Sub-
jektivität unterliegt. Zwar wurde versucht, repräsentative Ausschnitte der Zellkultur für
das Foto auszuwählen, trotzdem ist die Auswahl des Ausschnittes eher subjektiv.
4.1.4 Tierversuche
Die Ovariectomie der Ratten bewirkt einen starken Rückgang des Uterusgewichts, wel-
cher durch durch die anschließende Behandlung mit östrogen wirksamen Testsubstanzen
rückgängig gemacht werden kann. Eine Zunahme des Uterusgewichts nach anschließender
Behandlung mit einer Testsubstanz gilt daher als klassischer Indikator für die Östrogeni-
tät der Substanz (siehe Abschnitt 1.6.1, S. 11). Allerdings ist dies ein sehr grober Indika-
tor. Viele Substanzen mit SERM-artigen Eigenschaften bewirken keinerlei Uterotrophie.
Zusätzliche Genexpressionstudien sind daher notwendig, um ein breiteres Spektrum der
möglichen östrogenen Eﬀekte zu erfassen.
Der klassische, von der OECD validierte, uterotrophe Assay wird über einen Zeitraum
von drei Tagen durchgeführt (62). Für den zweiten Tierversuch wurde daher auch eine
maximale Behandlungszeit von drei Tagen gewählt. Der Verlauf der Expression vieler Gene
zeigt jedoch, daß die maximale Wirkung sowohl von E2, als auch der Naringenine häuﬁg
schon früher, nach 24 h, oder gar nach 7 h erreicht wird. Dies gilt es insbesondere bei der
Interpretation der Ergebnisse des Tierversuchs 2 zu beachten, da dieser als längerfristiger
Versuch angelegt war, um Hinweise auf Wirkungen und Nebenwirkungen von iCR bei
längerfristiger Einnahme zu gewinnen. Die Länge der Behandlung führte hier dazu, daß nur
wenige signiﬁkante Unterschiede in der Genexpression im Vergleich zu den Kontrolltieren
zu beobachten waren.
Die Vena cava und die Aorta wurden als repräsentative Organe für das Gefäßsystem
entnommen. Zu beachten ist jedoch, daß durchaus Unterschiede in der Regulation der
Genexpression und der Physiologie zwischen diesen Abschnitten und beispielsweise den
Kapillargefäßen bestehen. Die Ergebnisse können also nicht unbedingt auf alle Abschnitte
des Gefäßsystems übertragen werden.
Die RNA-Extraktion aus den Aorten war aufgrund des hohen Anteils glatter Muskulatur
und der kleinen Gewebeproben recht schwierig. Die methodischen Schwierigkeiten sind
wahrscheinlich auch ein Grund, weshalb die Ergebnisse der Genexpressionsmessung in
den Aorten teilweise widersprüchlich sind. Der geringere Muskulaturanteil der Vena cava
im Vergleich zur Aorta führt außerdem dazu, daß die dort ermittelten Expressionsdaten
repräsentativer für das Endothel sind, als dies in der Aorta der Fall ist. Aufgrund dieser
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Schwierigkeiten wurde vorerst auch von einer Messung des Genexpressionsmusters in den
Aorten der Tiere des ersten Tierversuchs abgesehen.
Unter den in der Leber untersuchten Genen sind in erster Linie ApoA1 und Cyp7A1 für
die Vorgänge im Gefäßsystem interessant (siehe Abschnitt 1.12.11 und 1.12.12, S. 31 ﬀ.).
Die Expression der Östrogenrezeptoren, sowie von Clu und C3 wurden gemessen, um die
Wirksamkeit der Testsubstanzen auf die Leber der Versuchstiere in diesem Versuch zu
zeigen.
4.2 Diskussion der Ergebnisse
Der Rückgang des Östradiolspiegels während der Menopause verursacht bei den betroﬀe-
nen Frauen oft unangenehme Folgeerscheinungen, wie Depressionen, Hitzewallungen und
Schlafstörungen (236). Viele Frauen wünschen daher eine Therapie, die diese Symptome
lindert. Andererseits bewirkt der Abfall des Hormonspiegels auch chronische Eﬀekte, wie
z.B. eine Abnahme der Knochendichte und -masse sowie eine starke Zunahme kardio-
vaskulärer Risiken. Außerdem werden nachlassende kognitive Fähigkeiten diskutiert, die
eine solche Hormonersatztherapie ebenfalls sinnvoll erscheinen lassen (237). Die bisher vor
allem angewandte Behandlung mit einer Kombination von Östrogen und Gestagen wird
aufgrund neuerer klinischer Studien nur noch kurzzeitig zur Linderung akuter Wechsel-
jahresbeschwerden durchgeführt (siehe Abschnitt 1.8, S. 13). Die Suche nach Alternativen
stellt daher augenblicklich einen wichtigen Teil der medizinischen Forschung dar.
Eine geeignete Substanz sollte dabei drei wichtige Eigenschaften besitzen. Erstens muß
sie E2-agonistisch auf Zielprozesse, z.B. Hitzewallungen und Zielgewebe, z.B. Knochen und
Gefäßsystem wirken. Zum Zweiten sollte sie nicht oder E2-antagonistisch auf das Endo-
metrium wirken, um eine Stimulation des Endometriums zu vermeiden und das Risiko zur
Erkrankung an Endometriumskarzinomen nicht zu steigern. Drittens sollte sie nicht, bzw.
antagonistisch auf die Brustdrüse wirken, um das Risiko für die Erkrankung an Mamm-
akarzinomen nicht zu erhöhen (87). Diese Anforderungen verlangen von der Substanz die
Eigenschaften eines SERMs (siehe Abschnitt 1.9.1, S. 15). Im Hinblick auf die hier un-
tersuchten Substanzen pﬂanzlicher Herkunft kann man also sagen, daß das übergeordnete
Ziel die Suche nach dem für die HRT idealen Phyto-SERM darstellt.
4.2.1 17β-Östradiol
Die Behandlung mit E2 diente in allen Experimenten als Positivkontrolle für östrogene Ef-
fekte und, da zu E2 umfangreiches Datenmaterial aus der Literatur zur Verfügung steht,
zur Evaluierung der Qualität der durchgeführten Versuche. Die gleichzeitige Behandlung
mit dem Antiöstrogen Fulvestrant diente dem Nachweis eines ER-abhängigen Wirkmecha-
nismus, da dieser durch Fulvestrant blockiert wird (siehe Abschnitt 1.9.2, S. 16).
Wirkung von E2 auf den Uterus
In beiden durchgeführten Tierversuchen bewirkt E2 erwartungsgemäß einen deutlichen
uterotrophen Eﬀekt (siehe Abb. 3.13, S. 72 und Abb. 3.7), S. 57), der durch gleichzeitige
Behandlung mit dem Antiöstrogen Fulvestrant im Tierversuch 2 vollständig blockiert wird.
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Dies zeigt zum Einen, daß das Ovariectomieren zu einem stark verringerten endogenen E2-
Spiegel führt, und zum anderen wird deutlich, daß dieser uterotrophe Eﬀekt ER-vermittelt
ist.
Gleichzeitig kann man erkennen, daß die Expression der Proliferationsmarker KI67 und
PCNA im Tierversuch 1 nach 24-stündiger Behandlung mit E2 ein Maximum erreicht
(siehe Abb. 3.8, S. 59). Im Tierversuch 2 (Siehe Abb. 3.13, S. 72) wird deutlich, daß nach
längerer Behandlungsdauer mit E2 das Uterusgewicht zwar weiterhin erhöht ist, die Ex-
pression der Proliferationsmarker sich jedoch wieder auf oder sogar leicht unter dem Niveau
der Negativkontrolle beﬁndet, d.h. es ﬁndet keine weitere Zunahme des Uterusgewichtes
mehr statt.
Die Vaskularisierung des unter dem Einﬂuß von E2 während des Geschlechtszyklus der
Ratte, des Menstruationszyklus des Menschen sowie auch unter dem Einﬂuß exogenen
Östradiols während des Tierversuchs neugebildeten Uterusepithels, geht mit einer erhöh-
ten Expression von VEGF und VEGFR2 einher (Siehe Abschnitt 1.12.7, S, 29). Dies war
auch in diesen Experimenten der Fall. Die mRNA-Expression sowohl von VEGF als auch
seines E2-regulierten Rezeptors VEGFR2 bei Behandlung mit E2 zeigt einen biphasischen
Verlauf (Siehe Abb. 3.8, S. 59). Sie steigt zuerst stark an und erreicht ihr Maximum bereits
sieben Stunden nach Beginn der E2-Behandlung. Nach 72 Stunden ist sogar eine leich-
te Hemmung der VEGF-Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erkennbar.
Auch im Tierversuch 2 bewirkte die Behandlung mit E2 nach 17 Tagen tendentiell ei-
ne Verringerung der VEGF-Expression. Es wird also deutlich, daß die Vaskularisierung
des Uterusepithels unter dem Einﬂuß von E2 parallel zur Zunahme des Uterusgewichtes
vor allem zu Beginn stattﬁndet und im weiteren Verlauf stagniert. Da die gleichzeitige
Behandlung mit Fulvestrant nach 17-tägiger Behandlung ebenfalls zu einer verringerten
VEGF-Expression führt, ist zu vermuten, daß der Mechanismus, der zu einem Abklingen
der E2-induzierten VEGF-Expression führt, nicht auf direkten ER-vermittelten Eﬀekten
beruht.
Auch die Expression der Östrogenrezeptoren im Uterus wurde durch die Behandlung mit
E2 erwartungsgemäß herunterreguliert. Dieser Eﬀekt ist bekannt (118) und unterstreicht
die Aussagekraft der durchgeführten relativen mRNA-Quantiﬁzierungen. Neu ist dabei,
daß die Herunterregulation der mRNA-Expression von ERβ wesentlich schneller und stär-
ker erfolgt als diejenige von ERα (Siehe Abb. 3.8, S. 59). Da auch im 17-tägigen Tierversuch
eine im Vergleich zur Negativkontrolle verringerte ER-mRNA-Expression beobachtet wer-
den konnte (Siehe Abb. 3.14, S. 73), ist davon auszugehen, daß die Herunterregulation der
ER-mRNA-Expression langanhaltend ist und wohl nicht biphasisch verläuft. Das hat zur
Folge, daß möglicherweise alle weiteren ER-vermittelten Wirkungen östrogen wirkender
Substanzen im zeitlichen Verlauf abgeschwächt werden, da die Zahl der für die Vermitt-
lung des Signals zur Verfügung stehenden ERs abnimmt. Die Daten zum Tierversuch 2
zeigen für ERα auch, daß die Hemmung der Expression über die ER vermittelt wird,
da die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant die Selbstregulation komplett inhibiert.
Ansatzweise ist dies auch für den ERβ zu beobachten, allerdings ist der Unterschied der
ERβ-mRNA-Expression nach E2-Behandlung mit und ohne Fulvestrant statistisch nicht
signiﬁkant.
Die Expression von Komplement C3 stellt besonders im Uterus einen guten Marker für
östrogene Aktivität dar (siehe Abschnitt 1.12.2, S. 25). Dies zeigte sich auch in den hier
durchgeführten Tierversuchen. Im Tierversuch 2 bewirkte die E2-Behandlung eine mehr als
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100-fach stärkere C3-Expression. Wie die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant zeigt,
ist sie ER-vermittelt, was aufgrund des dreifachen EREs im C3-Promotor auch zu erwar-
ten ist und mit den Literaturwerten übereinstimmt (118, 126). Auch im zeitabhängigen
Tierversuch war eine starke Stimulation der C3-Expression durch E2 meßbar. Hier zeig-
te sich, daß nach 24-stündiger Behandlungszeit ein Maximum der C3-Expression erreicht
war.
Für Clusterin konnte im Uterus von Ratten eine ER-vermittelte Inhibierung gezeigt
werden (147). Sowohl die Herunterregulation als auch der ER-vermittelte Wirkmechanis-
mus konnte in den hier durchgeführten Tierversuchen bestätigt werden (siehe Abb. 3.14,
S. 73 und Abb 3.9, S. 62).
Erwähnenswert ist auch die Tatsache, daß die Expression des Progesteronrezeptors in
Übereinstimmung mit der Literatur (152) nach E2-Behandlung sehr schnell auf das Sechs-
fache ansteigt, um dann langsam wieder abzufallen. Im 17-tägigen Tierversuch wurde
sogar eine gegenüber der Negativkontrolle verringerte PR-Expression gemessen. Da diese
Inhibierung der PR-Expression unter das Niveau der Negativkontrolle auch bei gleichzei-
tiger Behandlung mit Fulvestrant auftrat, ist zu vermuten, daß diese Gegenreaktion zum
kurzzeitigen Ansteigen der PR-Expression nicht ER-vermittelt ist, was hier jedoch nicht
bewiesen werden kann, da im dreitägigen Tierversuch kein Fulvestrant eingesetzt wurde.
Die Wirkung von E2 sowohl auf den klassischne Marker Uterotrophie, als auch auf die
Genexpression im Uterus entsprach also weitestgehend den Erwartungen und deutet daher
auf eine zuverlässige Messung der mRNA-Expression hin.
Wirkung von E2 auf das AhR-System im Uterus
Eine frühere Untersuchung von Chaﬃn et al. zeigte erstmals, daß die AhR-Expression so-
wohl im Ovar als auch in der Leber von Ratten im Verlaufe des Geschlechtszyklus Schwan-
kungen unterworfen ist. Allerdings ließen daraufhin durchgeführte Antagonisierungsversu-
che mit E2 und Fulvestrant an juvenilen Ratte vermuten, daß dieser Eﬀekt wohl nicht
direkt E2-vermittelt ist, da weder E2 noch die Kombination von E2 und Fulvestrant zu
einer veränderten AhR-mRNA-Expression in der Leber führte (202). Im Gegensatz dazu
konnte hier deutlich gezeigt werden, daß E2 eine früh einsetzende Hemmung der AhR-
mRNA-Expression im Uterus verursacht (Abb. 3.11, S. 66). Das schnelle Einsetzen (schon
nach 7 h ist eine deutliche Herunterregulation der AhR-Expression meßbar) läßt zudem
auf einen direkten ER-vermittelten Mechanismus schließen.
Die in dieser Arbeit gewonnenen Expressionsdaten der dem AhR nachgeschalteten Gene
CYP1A1, CYP1A2, GSTA2 und NMOR zeigen, daß E2 oﬀenbar auf die Expression einiger
dieser Gene einen direkten Einﬂuß ausübt. So läßt sich starke Stimulation der Expression
von GSTA2 nach E2-Behandlung nicht über den Einﬂuß von E2 auf die AhR-Expression
erklären. Auch der Anstieg der Expression von Cyp1A2 ist wahrscheinlich nicht darauf
zurückzuführen, da der aktivierte AhR einen stimulierenden Eﬀekt auf die Expression
dieser Gene ausübt, die AhR-Expression jedoch aufgrund der E2-Behandlung gesunken
ist.
Einzig für die beobachtete Hemmung der CYP1A1-mRNA-Expression käme eventuell
eine Vermittlung durch die Regulation der AhR-Expression in Frage, da die Regulation hier
gleichgerichtet zur Regulation der AhR-Expression ist. Allerdings ist auch diese Annahme
nicht wahrscheinlich, da für diesen Fall eine zeitliche Verzögerung zu erwarten wäre, die
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Expression von CYP1A1 jedoch schon nach 7 h sehr ausgeprägt ist und ihr Maximum
erreicht hat.
Besonders interessant ist der enorm starke Anstieg der GSTA2-Expression im Uterus
der Ratten, der so bisher nicht nicht beschrieben wurde. Die starke Induktion kommt vor
allem dadurch zustande, daß die basale Expression dieses Gens im Uterus nahe null liegt.
In mehreren Arbeiten konnte gezeigt werden, daß aufgrund von Protein-Protein-Inter-
aktionen zwischen ERα und AhR eine Verstärkung des AhR-Wegs durch E2 stattﬁndet
(238). Zwar ist der primäre endogene Ligand des AhR bisher nicht bekannt, trotzdem
ist eine konstitutive Aktivität des AhR nachgewiesen (239) und es wurden verschiedene
endogene Substanzen gefunden, welche den AhR aktivieren können (240242). Die hier
gemessene Regulation der Expression AhR-regulierter Gene nach E2-Behandlung könnten
also auf diesen zweiten Eﬀekt durch eine Verstärkung der basalen konstitutiven AhR-
Aktivität über eine Aktivierung des ER zurückzuführen sein. Andererseits wäre auch ein
AhR-unabhängiger Mechanismus denkbar. Da jedoch gleich mehrere Zielgene des AhR-
Wegs betroﬀen sind, ist diese Variante nicht wahrscheinlich.
Die hier gezeigten Wirkungen von E2 auf die Genexpression von AhR und auf die Ex-
pression AhR-regulierter Gene im Uterus stellen somit komplementäre Wege der Interak-
tion zwischen E2 und dem AhR-Weg dar. Da eine Herunterregulation der AhR-Expression
festgestellt werden konnte, wirkt dieser Mechanismus der, wie auch hier gezeigt, insgesamt
verstärkenden Wirkung von E2 auf die Dioxin-induzierbare AhR-Aktivität entgegen.
Wirkung von E2 auf das Gefäßsystem
Erste Hinweise für die Wirkung auf das Gefäßsystem sollten die in vitro-Versuche mit
den HUVECs liefern. Wie bereits in der Diskussion der Methoden (siehe Abschnitt 4.1.1)
erwähnt, ist die proliferationsfördernde Wirkung von E2 auf HUVEC abhängig von den
verwendeten Zellen und eventuell weiteren Faktoren, wie der Ausbeute bei der Isolierung
der Zellen aus den Nabelschnurvenen.
Die Proliferationstests C und D zeigen, daß die proliferationsfördernde Wirkung von E2
auf die Endothelzellen ER-vermittelt ist, da in beiden Versuchen die zusätzliche Behand-
lung mit Fulvestrant den deutlichen Anstieg der Proliferation bei alleiniger Behandlung
mit E2 verhindert. Gleichzeitig bewirkt E2 jedoch nicht nur eine stärkere Proliferation
der Endothelzellen, sondern  unter geeigneten Bedingungen  auch eine Diﬀerenzierung
dieser Zellen, wie der Matrigel Test (Abb. 3.3, S. 55) zeigt. Bei diesem Test wurde auch
die konzentrationsabhängige Wirkung überprüft. Im Vergleich zur EtOH-behandelten Ne-
gativkontrolle wird deutlich, daß die wirksamste Konzentration bei 10−8 M E2 liegt, was
auch mit unseren Erfahrungen in anderen Tests, wie dem MVLN-Test und dem Glaxo-
Hefe-Test, übereinstimmt (110).
Viele der untersuchten Gene zeigten in der Vena cava keine veränderte Expression nach
E2-Behandlung über 24 h (Abb. 3.12, S. 68). Die mRNA-Expression von ERα wurde jedoch
erwartungsgemaß herunterreguliert, was zeigt, daß trotz schwieriger mRNA-Extraktion
aus den Gefäßen die Messungen recht zuverlässig sind. Es wird allerdings in diesem Fall
keine Zeitabhängigkeit deutlich. Die meisten anderen untersuchten Gene weisen in der Ve-
na cava eine biphasische Regulation ihrer Expression auf. So bewirkt die E2-Behandlung
eine kurzzeitige Inhibierung der Clu-Expression, die nur nach 24-stündiger Behandlung
signiﬁkant ist und nach drei Tagen nicht mehr feststellbar ist. Auch im zweiten Tier-
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versuch war nach 17 Tagen nur eine sehr leichte Inhibierung der Clu-mRNA-Expression
meßbar. Diese war durch die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant inhibierbar, was
analog zur E2-vermittelten Regualtion der Clu-mRNA-Expression im Uterus auf einen
ER-vermittelten Mechanismus hindeutet.
Erstaunlich ist das Ergebnis der Messung der mRNA-Expression des endothelialen
Wachstumsfaktors VEGF und dessen Rezeptors VEGFR2 in der Vena cava. VEGF zeig-
te im Tierversuch 1 nach 24-stündiger Behandlung mit E2 überhaupt keine veränderte
Expressionsrate im Vergleich zur Negativkontrolle und die Expression von VEGFR2 ist
nur nach 24-stündiger Behandlung stark hochreguliert, während eine kürzere oder län-
gere Behandlungszeit sogar zu einer verringerten VEGFR2-Expression führten. Auch im
Tierversuch 2 wird die Expression dieser beiden Gene in der Vena cava durch E2 nicht
signiﬁkant reguliert. Diese Ergebnisse entsprechen am ehesten dem kurzzeitigen auch im
Uterus beobachteten Eﬀekt von E2 auf die VEGF- und VEGFR2-Expression.
Oﬀenbar ist das E2-abhängige Wachstum von endometrialen und Mammakarzinomen
zum Teil auf eine verstärkte Vaskularisierung des Tumors unter E2-Einﬂuß zurückzufüh-
ren (177, 243, 244). Da die Entwicklung eines Tumors jedoch ein langandauernder Prozeß
ist, ist es fraglich, ob die höhere Brustkrebsrate während einer postmenopausalen HRT
auf solch kurzfristige Eﬀekte zurückzuführen sein kann. Möglicherweise unterscheidet sich
also der VEGF- oder VEGFR2-Expressionsverlauf nach E2-Behadlung in Mamma- und
Endometriumskarzinomen von dem, welcher hier sowohl im gesunden Uterus, als auch in
der Vena cava ermittelt wurde. Für das E2-abhängig wachsende Endometriumskarzinom
konnte in zwei Fällen bereits gezeigt werden, daß VEGF zwar basal exprimiert war, jedoch
nicht E2-abhängig reguliert wurde und VEGF-Expression daher keinen Mechanismus dar-
stellt, durch den E2 seinen wachstumsfördernden Eﬀekt auf endometriale Tumoren ausübt
(245, 246).
Die Ergebnisse der mRNA-Expressionsmessung nach E2-Behandlung in der Aorta im
Tierversuch 2 machen deutlich, daß die Schwierigkeiten bei der Präparation der mRNA
aus diesem Organ sich wohl auch auf die Genauigkeit der Meßwerte auswirken. In vie-
len Fällen sind die Meßwerte schwer zu interpretieren. So ergaben die Messungen für die
Expression von ERα in der Aorta eine verringerte Expression nach E2-Behandlung, aller-
dings auch nach der Behandlung mit Fulvestrant bzw. bei der kombinierten Beahndlung
mit E2 und Fulvestrant. Dieses Ergebnis entspricht nicht dem gängigen Schema für die ER-
vermittelte Regulation der ER-mRNA-Expression und birgt Zweifel an der Zuverlässigkeit
der Meßwerte.
Auch die meisten anderen der in der Aorta auf ihre Expression untersuchten Gene las-
sen keine klare E2-abhängige Regulation erkennen. Dies könnte entweder auf die lange
Behandlungszeit von 17 Tagen zurückzuführen sein oder aber ebenfalls durch Meßfeh-
ler bedingt sein. Diese Ergebnisse wecken ebenfalls Zweifel an der Korrektheit der nach
Behandlung mit iCR in der Aorta gewonnenen Ergebnisse.
Daß die ERα-mRNA-Expression in der Leber im Gegensatz zu der im Uterus hochre-
guliert wird, entspricht den Literaturdaten anderer Tierversuche (247) und bestätigt die
Korrektheit der durchgeführten Messungen. Auch hier kann der Eﬀekt durch Fulvestrant
inhibiert werden (Siehe Abb. 3.19). Dieses Ergebnis ist ein deutliches Indiz dafür, daß die
Leber der Versuchstiere erwartungsgemäß östrogener Kontrolle unterliegt.
Für das Gefäßsystem von Bedeutung ist jedoch in der Leber vor allem die Expres-
sion von ApoA1 und Cyp7A1. Gut zu sehen ist die ER-vermittelte Hochregulation der
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mRNA-Expression des HDL-Strukturproteins ApoA1, die laut Literatur zu einem höheren
HDL/LDL-Verhältnis führt und damit den Rücktransport von Cholesterin in die Leber
begünstigt (66). Wenngleich dieser Eﬀekt nicht neu ist, so macht der Tierversuch doch
deutlich, daß die Hochregulation von ApoA1 auch über längere Zeiträume anhält und un-
terstreicht somit die Relevanz der E2-abhängigen Regulation der ApoA1-mRNA für die
atheroprotektive Wirkung des E2. Gleiches gilt für die mRNA-Expression des Cyp7A1.
Die Daten lassen eine deutliche ER-vermittelte Hochregulation der Cyp7A1-mRNA nach
E2-Behandlung erkennen. Dieser Eﬀekt ist bekannt, bisher gab es aber keine Daten, die
zeigten, daß die Regulation auch über einen längeren Zeitraum anhält. Die resultierende
höhere Cyp7A1-Aktivität führt zu einem schnelleren Abbau des Cholesterins.
4.2.2 8PN
Das Interessante an 8PN ist seine im Vergleich zu anderen Phytoöstrogenen besonders
starke östrogene Wirkung, die oﬀenbar hauptsächlich über den ERα vermittelt wird (Ab-
schnitt 1.11.2, S. 23). Allerdings gab es bisher keine Daten über die Zeitabhängigkeit
der Wirkung im Uterus. Weiterhin lagen bisher keinelei Daten über die Wirkung auf das
Gefäßsystem vor. Obwohl es oﬀenbar keine SERM-Eigenschaften besitzt, sondern eine
E2-agonistisch wirkende Substanz darstellt, ist seine Untersuchung aufschlußreich, da es
als nicht toxischer Inhaltsstoﬀ des Hopfens in Form von Arzneimitteln, Nahrungsergän-
zungsmitteln, Nahrunsbestandteilen und Kosmetika vom Menschen häuﬁg aufgenommen
wird.
Wirkung von 8PN auf den Uterus
Auch die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse unterstützen die Annahme,
daß es sich bei 8PN um ein starkes Phytoöstrogen mit rein östrogener Wirkung handelt.
Als einzige der hier untersuchten Testsubstanzen zeigt 8PN eine uterotrophe Wirkung
(Abb. 3.7, S. 57). Dies ist ein starkes Indiz für Östrogenität. In der hier eingesetzten
Konzentration war diese ähnlich stark ausgeprägt, wie die von E2. Die deutlich erhöhte
Expression der Proliferationsmarker bestätigen die östrogene Wirkung von 8PN auf den
Uterus (Abb. 3.9, S. 62). Der zeitliche Verlauf der Expressionsrate sowohl von KI67 als auch
von PCNA entspricht dem nach Behandlung mit E2. Eine Vaskularisierung des Uterus-
epithels scheint, wenn man die Expression von VEGF zu Grunde legt, durch 8PN ebenfalls
ausgelöst zu werden. Auch hier entspricht der zeitliche Verlauf weitestgehend dem, welcher
nach Behandlung mit E2 beobachtet werden kann. Tendentiell gilt dies auch für VEGFR2,
wobei die Ergebnisse nach 8PN-Behandlung statistisch nicht signiﬁkant sind. Der für Phy-
toöstrogene ungewöhnlich starke uterotrophe Eﬀekt unterstützt die These, daß 8PN ein
ERα-selektiver Agonist ist, da proliferative Eﬀekte östrogener Substanzen im Uterus wohl
vor allem durch ERα vermittelt werden (248).
Auch die Expressionsmuster aller weiteren unersuchten Gene im Uterus lassen auf eine
E2-agonistische Wirkung von 8PN schließen (Abb. 3.8, S. 59). Besonders eindrucksvoll
dabei ist, daß neben der Richtung der Regulation der Genexpression im Uterus auch
der zeitliche Verlauf meist exakt dem nach Behandlung mit E2 beobachteten entspricht.
Das Außmaß der Regulation war in einigen Fällen ähnlich dem nach E2-Behandlung. In
anderen Fällen war es etwas geringer. Dabei ist jedoch zu beachten, daß die verabreichte
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8PN-Dosis wesentlich höher war als die E2-Dosis.
Die starke östrogene Wirkung von 8PN auf den Uterus läßt einen alleinigen Einsatz
von 8PN zur Behandlung oder Vorbeugung von postmenopausalen Beschwerden fraglich
erscheinen. Eines der Hauptkriterien dabei sollte eine weitgehende Unwirksamkeit im Ute-
rus sein, um eine Proliferation des Uterusepithels zu vermeiden sowie auch das Risiko der
Erkrankung an einem endometrialen Karzinom nicht unnötig zu erhöhen. Eventuell wäre
jedoch, ähnlich wie bei der klassischen HRT, eine gleichzeitige Behandlung mit Proge-
stinen denkbar, um eine Stimulation des Endometriums durch 8PN zu verhindern (siehe
auch (249)).
Wirkung von 8PN auf das AhR-Sytem im Uterus
Die Expression von AhR wird im Uterus durch 8PN genau wie durch E2 gehemmt, was
vermutlich auf die bereits beschriebene östrogene Wirkung von 8PN zurückzuführen ist.
Für eine Reihe von Flavonoiden, darunter Naringenin konnte eine antagonistische Wir-
kung auf die Aktivierung des AhR in vitro festgestellt werden (204). Für 8PN wurde dies
jedoch bisher noch nicht getestet. Da jedoch eine Vielzahl von Flavonoiden diesen Eﬀekt
zeigt, ist auch für 8PN zusätzlich zu den östrogenen Wirkungen auf das AhR-System eine
AhR-antagonistische Wirkung denkbar.
Das Expressionsmuster der AhR-regulierten Gene nach Behandlung mit 8PN ähnelt
jedoch stark dem nach Behandlung mit E2. Wie in Abschnitt 4.2.1, S. 90 beschrieben,
kommen für die E2-abhängige Wirkung auf die Expression AhR-regulierter Gene verschie-
dene Wege in Frage, beispielsweise die Regulation der AhR-Expression, die Stimulation
AhR-abhängiger Genexpression durch Protein-Protein-Interaktionen zwischen aktiviertem
AhR und aktiviertem ER, sowie die direkte Regulation durch klassische Wirkmechanismen
des E2, die bisher jedoch noch in keinem Fall gezeigt werden konnte. Da 8PN ein starkes
Phytoöstrogen darstellt, sind diese Wege grundsätzlich auch für die 8PN-abhängige Re-
gulation dieser Gene denkbar. Die Ähnlichkeit der Expressionsmuster nach E2- und nach
8PN-Behandlung läßt vermuten, daß diese östrogenen Wege der Genregulation haupt-
sächlich für die beobachteten Eﬀekte verantwortlich sind. Sollte also zusätzlich ein AhR-
antagonistischer Eﬀekt von 8PN bestehen, so scheint dieser zumindest ohne das Vorhan-
densein exogener AhR-Liganden nicht ausschlaggebend für die Regulation der untersuch-
ten Gene zu sein.
Wirkung von 8PN auf das Gefäßsystem
Im Proliferationstest mit HUVECs wurde keine östrogene Wirkung von 8PN deutlich
(Abb. 3.2 C und D, S. 53). Es war kein Unterschied in der resultierenden Proteinmenge
nach Behandlung mit 8PN im Vergleich zur Negativkontrolle vorhanden. Oﬀenbar kann
8PN sogar die proliferationsförderdne Wirkung von E2 hemmen. Pepper et al. beschreiben
jedoch eine allgemein proliferationshemmende Wirkung von 8PN (250), sodaß hier nicht
zwingend eine antiöstrogene Wirkung vorliegt.
Im Diﬀerenzierungstest ist dagegen eine konzentrationsabhängige ER-vermittelte östro-
gene Wirkung sichtbar. Die Ausbildung der Netzstrukturen nimmt von der Negativkontrol-
le über 10−7 M 8PN und 10−6 M 8PN deutlich zu, während die gleichzeitige Behandlung
mit Fulvestrant die Wirkung von 8PN auf die Diﬀerenzierung oﬀensichtlich blockiert. Eine
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additive Wirkung von 8PN und E2 scheint jedoch zumindest in den untersuchten Kon-
zentrationen nicht gegeben zu sein. Vermutlich ist das Plateau der Dosis-Wirkungs-Kurve
bei der Behandlung mit 10−8 M E2 bereits erreicht, sodaß eine höhere Dosis östrogen
wirkender Substanzen keinen zusätzlichen Eﬀekt mehr verursacht.
Sieht man sich die Regulation der untersuchten Gene nach 8PN-Behandlung in der Ve-
na cava an, so ist auch hier ein weitestgehend dem nach E2-Behandlung entsprechendes
Regulationsmuster vorhanden. Man kann also auch in der Vena cava von einer rein östro-
genen Wirkung von 8PN ausgehen. Es ist schwer zu sagen, wieso zwar ein Eﬀekt auf die
Diﬀerenzierung analog dem von E2 existiert, aber kein proliferativer Eﬀekt nachgewie-
sen werden konnte. Eventuell überdeckt der oben beschriebene antiangiogene Eﬀekt die
E2-agonistische Wirkung von 8PN in Bezug auf die Proliferation von HUVECs. Mögli-
cherweise war jedoch auch der Proliferationstest, so wie er hier durchgeführt wurde nicht
sensitiv genug, zumal die Expressionsdatenvon VEGF und VEGFR2 im Uterus zeigen, daß
8PN in vivo zumindest im Uterus eine angiogene Wirkung besitzt (Abb. 3.9, S. 62). Eine
zusätzliche Messung der Expression von Proliferationsmarkern und VEGF in HUVECs
könnte dies aufklären.
4.2.3 6DMAN
6DMAN wurde in die HUVEC-basierten Versuche und in den Tierversuch 1 einbezogen,
weil bereits sehr interessante in-vitro-Daten aus MVLN-Zellen und dem Glaxo-Hefe-Test
vorlagen (110). Eine Wiederholung dieser Tests erübrigte sich deshalb. Insbesondere der
MVLN-Test ließ eine relative starke östrogene Wirkung von 6DMAN vermuten.
Wirkung von 6DMAN auf den Uterus
Obwohl 6DMAN im Gegensatz zu E2 und 8PN keine uterotrophe Wirkung zeigt (Abb. 3.7,
S. 57), unterstützen die Genexpressionstudien im Uterus der Ratten teilweise die Vermu-
tung, daß 6DMAN eine östrogene Wirkkomponente besitzt (Abb. 3.8, S. 59 und Abb. 3.9,
S. 62). Interesssanter Weise zeigen dabei die untersuchten Gene, welche ein oder mehrere
EREs im Promotor besitzen, ein Expressionsmuster, welches dem durch Behandlung mit
E2 gemessenen Muster entspricht. Es handelt sich dabei um ERα und, ERβ, sowie um
C3. Auﬀällig ist auch, daß die Stimulation der Expression von C3 beinahe ebenso deutlich
ist, wie nach E2-Behandlung. 6DMAN ist also bezüglich der Expression dieses Gens ein
noch potenteres Phytoöstrogen als 8PN. Die Expression aller weiteren untersuchten Gene
wurde im Gegensatz zur Positivkontrolle E2 nicht durch die Behandlung mit 6DMAN
beeinﬂußt. Dies betriﬀt die über nicht-klassische Mechanismen regulierten Gene Clu, PR,
und COX2 sowie auch die Uterotrophie- und Vaskularisierungs-assiziierten Gene PCNA,
KI67, VEGF und VEGFR2.
Über die Ursache dieses Phänomens kann hier nur spekuliert werden, zumal die An-
zahl der untersuchten Gene für eine sichere Aussage wohl nicht ausreicht. Bekannt ist,
daß unterschiedliche Liganden eine veränderte Konformation der terminalen Helix 12 des
Östrogenrezeptors verursachen können, was zu einer veränderten Kofaktorrekrutierung
führt (siehe Abschnitt 1.5.4 auf Seite 8). Für die Interaktion mit dem Jun-Protein, wel-
ches als Fos/Jun-Heterodimer an AP-1-Elemente bindet, wird beispielsweise vermutet,
daß diese auf der Interaktion verschiedener Koregulatoren mit dem ER einerseits und dem
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Jun/Fos-Komplex andererseits beruht (251). Aufgrund der Komplexität der Regulation
der Transkription dieser Gene ist es jedoch auf der Basis der hier gewonnenen Daten
nicht möglich, ein detaillierteres mechanistisches Modell zu entwerfen, das das beobachte-
te Expressionsmuster erklären könnte. Entsprechende Untersuchungen wären jedoch sicher
lohnenswert.
Wirkung von 6DMAN auf das AhR-System
Wenngleich für einige Flavonoide eine AhR-antagonistische Wirkung gezeigt werden konn-
te, scheint 6DMAN nur eine sehr schwache Wirkung auf die Expression AhR-regulierter
Gene zu besitzen (Abb. 3.11, S. 66). Auch auf die Expression des AhR selbst hat 6DMAN
keine Wirkung. Dies unterstreicht nochmals die Hypothese, daß 6DMAN nur auf die Ex-
pression E2-sensitiver Gene eine Wirkung besitzt, welche in ihrer Promotorregion ein ERE
besitzen und daher in ihrer Expression über den klassischen ER-vermittelten Weg reguliert
werden.
Wirkung von 6DMAN auf das Gefäßsystem
Im Gegensatz zur Wirkung im Uterus ist die Wirkung von 6DMAN auf das Gefäßsy-
stem bezüglich der Genexpression fast rein östrogen (Abb. 3.12, S. 68). Lediglich bei der
Expression von VEGFR2 zeigt sich ein geringer Unterschied zwischen den Epressionsmu-
stern nach E2-Behandlung und nach 6DMAN-Behandlung. Die kurzzeitige Stimulation
der VEGFR2-mRNA-Expression durch E2 nach 24-stündiger Behandlung tritt nach Be-
handlung mit 6DMAN nicht auf.
Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Daten aus dem Proliferationstest und dem
Diﬀerenzierungstest mit HUVECs ergeben ein gemischtes Bild bezüglich der Östrogenität
von 6DMAN im Gefäßsystem. Wie auch iCR und 8PN zeigte 6DMAN keine proliferations-
fördernde Wirkung auf HUVECs und konnte die proliferative Wirkung von E2 hemmen,
was auf eine eher antiöstrogene Wirkung bezüglich der Proliferation von Endothelzellen
hinweist (Abb. 3.2, S. 53). Allerdings scheint 6DMAN stimulierend auf die Diﬀerenzierung
dieser Primärzellen im Matrigeltest zu wirken (Abb. 3.4, S. 55). Daß dabei keine Konzen-
trationsabhängigkeit erkennbar ist, könnte den im Abschnitt 4.1.3 auf Seite 87 beschriebe-
nen Einschränkungen des Diﬀerenzierungstests zuzuschreiben sein. Auch die gleichzeitige
Behandlung mit 10−6 M 6DMAN und 10−8 M E2 konnte den Eﬀekt nicht sichtbar stei-
gern. Die gleichzeitige Behandlung mit Fulvestrant scheint die diﬀerenzierungsfördernde
Wirkung von 6DMAN zu inhibieren, wenngleich dies in der Abbildung ebenfalls nur wenig
deutlich wird (Siehe Abb. 3.4, S. 55).
Möglicherweise besitzt 6DMAN also aufgrund seiner E2-agonistischen Wirkung auf die
Genexpression in der Vena cava eine protektive Wirkung auf das Gefäßsystem. Wichtig in
diesem Zusammenhang ist jedoch auch, daß 6DMAN im Gegensatz zu E2 oﬀenbar keine
angiogene Wirkung besitzt, wie sowohl die Expressionsdaten von VEGF und VEGFR2 im
Uterus, als auch die in vitro-Daten zeigen. Daaus könnte sich eine weniger ausgeprägte
Förderung des Tumorwachstums resultieren, als dies bei E2 der Fall ist, dessen wachs-
tumsfördernde Wirkung auf Mamma- und Endometriumskarzinom teilweise auf angiogene
Eﬀekte zurückzuführen ist (177, 243, 244).
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4.2.4 7OPN
Wirkung von 7OPN in vitro
Da über 7OPN bisher praktisch keine Daten vorlagen, wurden zuerst ein in vitro-Screening
mittels des MVLN-Tests und des Glaxo-Hefe-Tests durchgeführt. Während der E2-in-
duzierbare Hefe-Test keinen östrogenen Eﬀekt anzeigte (Daten nicht gezeigt), ließ der
MVLN-Test auf eine leicht antiöstrogene Wirkung bei niedriger Dosis schließen, da diese
im Gegensatz zu E2 zu einer leicht verringerten Luziferase-Aktivität führten (Abb. 3.1A),
S. 52A). Daher wurde zusätzlich noch getestet, ob 7OPN die aktivierende Wirkung von E2
inhibieren kann. Abb. 3.1B, S. 52 zeigt daß dies zwar der Fall ist, allerdings ist die inhibie-
rende Wirkung wesentlich schwächer, als diejenige des reinen Antiöstrogens Fulvestrant.
Bei sehr hohen Dosen konnte jedoch eine deutlich östrogene Wirkung gezeigt werden, die
auch durch Fulvestrant inhibierbar ist (Abb. 3.1A), S. 52). Dies deutet darauf hin, daß
7OPN zwar eine vergleichsweise hohe Aﬃnität zum ERα besitzt, jedoch nur eine schwa-
che transaktivierende Wirkung besitzt, welche daher erst bei höheren Konzentrationen
wirksam wird.
Wirkung von 7OPN auf den Uterus
Die interessanten Ergebnisse aus dem MVLN-Transaktivierungs-Test führten zu der Über-
legung, 7OPN auch im Rahmen des Tierversuchs 1 einzusetzen, um seine Wirkung in vivo
zu testen. Allerdings wurde aufgrund der geringen vorhandenen Substanzmenge vorerst
keine Zeitabhängigkeit der Wirkung bestimmt, sondern nur ein klassischer dreitägiger ute-
rotropher Assay durchgeführt. Es zeigte sich, daß 7OPN in der eingesetzten Dosis keine
uterotrophe Wirkung auf die Ratten besitzt.
Bei der anschließenden Messung der Genexpression im Uterus ist zu beachten, daß die
angegebenen Meßwerte für die E2-behandelte Postivkontrolle denen des 72 h-Zeitpunktes
der zeitabhängigen Genexpressionsmessung entspricht. Die Ergebnisse der Messung der
uterinen C3-Expression unterstützen dabei die Hypothese, daß 7OPN unter Umständen
antiöstrogene Eigenschaften besitzt. Die drei EREs im Promotor-Bereich von C3 machen
dieses Gen zu einem besonders sensitiven Marker östrogener Wirkung. Diese hohe Sensi-
tivität ermöglicht oﬀenbar eine erhöhte basale Expression von C3 aufgrund des niedrigen
noch vorhandenen Östrogenspiegels nach der Ovariektomie im Uterus der Ratte. Diese ba-
sale C3-Expression wurde durch die Behandlung mit 7OPN nochmals gesenkt. Allerdings
gibt es auch Expressionsmuster anderer Gene, die eher auf eine östrogen-agonistische Wir-
kung in bestimmten Zusammenhängen hindeuten. So war sowohl nach 7OPN-Behandlung
als auch nach E2-Behandlung die mRNA-Expression von ERβ herunterreguliert. Der zeit-
liche Verlauf der PR-mRNA-Expression nach E2-Behandlung zeigt eine Hochregulation,
die ihr Maximum bereits nach 24 h erreicht. Nach 72 h jedoch lag der Wert der PR-
mRNA-Expression wieder nahe der Grundexpression. 7OPN verursachte eine starke Hoch-
regulation der PR-Expression nach 72-stündiger Behandlung, was möglicherweise auf eine
verzögerten Antwort auf die 7OPN-Behandlung im Vergleich zur E2-Behandlung zurück-
zuführen ist.
Die dargestellten Auswirkungen von 7OPN auf die uterine Genexpression in Ratten
legen den Schluß nahe, daß der Dosisbereich, in dem 7OPN E2-agonistisch bzw. -antago-
nistisch wirkt stark kontextabhängig ist. Vorstellbar sind dabei Abhängigkeiten von Dosis,
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Wirkdauer, Regulationsmechanismus des Zielgens, Zielorgan, Zielgewebe u.a. Interessanter
Weise scheint 7OPN jedoch trotz deutlicher Wirkung auf die Expression östrogen regu-
lierter Gene keine uterotrophe Wirkung zu besitzen. Dies macht 7OPN zu einem SERM
bezüglich verschiedener Endpunkte im Uterus der Ratte. Wichtig wäre in diesem Zu-
sammenhang noch die Untersuchung weiterer Zielorgane, Zeitpunkte und Dosen, um die
SERM-Eigenschaften von 7OPN genauer zu charakterisieren und seine mögliche Eignung
für die HRT abschätzen zu können.
4.2.5 iCR
Da iCR schon seit langem in der Behandlung postmenopausaler Beschwerden eingesetzt
wird und die Wirksamkeit in einer Reihe von Studien belegt werden konnte (siehe Ab-
schnitt 1.11.1, S. 19), dienten die hier durchgeführten Versuche in erster Linie der Ab-
schätzung der Wirksamkeit und Sicherheit bei längerfristiger Einnahme und der Prüfung
auf eventuell vorliegende östrogene Wirkmechanismen. Es wurde daher eine deutlich län-
gere Versuchsdauer als im üblichen dreitägigen Uterotrophietest gewählt. Die Dauer des
durchgeführten Tierversuchs (Tierversuch 2) war in erster Linie von der Verfügbarkeit
größerer Mengen Fulvestrant begrenzt und belief sich auf 17 Tage.
Wirkung von iCR auf den Uterus
Im in vivo-Test in ovariektomierten Ratten zeigt sich beim Vergleich der durchschnittlichen
Uterusgewichte, daß iCR keine uterotrophe Wirkung besitzt. Da die Expression der Pro-
liferationsmarker nach 17-tägiger E2-Behandlung sogar unter das Niveau der Expression
in den unbehandelten Tieren gesunken war, lassen sich durch ihre Expressionsdaten nach
iCR-Behandlung keine zusätzlichen Erkenntnisse bezüglich des uterotrophen Potentials
von iCR gewinnen.
Der Einﬂuß von iCR auf die Expression aller weiteren im Uterus untersuchten Gene
ist im Vergleich zu E2 relativ gering. In bereits veröﬀentlichten in vitro-Experimenten
(MVLN-Test und Glaxo-Hefe-Test) zeigte der isopropanolische Cimicifuga racemosa-Ex-
trakt eine deutlich antiöstrogene, aber keinerlei östrogene Wirkung (110). Auch die in
dieser Arbeit gemessene uterine Expression der sensitiven Markergene für östrogene Wir-
kung C3 und ERα unterstützen diese These. Während die Expression von C3 nach der
E2-Behandlung stark erhöht ist, führt iCR zu einer Hemmung der C3-mRNA-Expression,
vergleichbar zur Regulation, welche nach der Behandlung mit Fulvestrant beobachtet wer-
den kann. Nach E2-Behandlung war erwartungsgemäß ein Hemmung der ERα-Expression
zu beobachten. Dagegen führte die Behandlung mit iCR zu einer leicht erhöhten ERα-
mRNA-Expression, ebenfalls vergleichbar dem Ergebnis nach der Behandlung mit Fulve-
strant.
Da die Expression aller weiteren untersuchten Gene keine Regulation durch iCR zeigte,
kann man schließen, daß iCR bezüglich aller bisher untersuchten Marker keine östrogene
Wirkung auf den Uterus besitzt. Darüber hinaus existieren inzwischen einige Hinweise,
die auf eine leicht antiöstrogene Wirkung von iCR bezüglich einiger Marker sowohl in
vitro als auch im Uterus der untersuchten Ratten hindeuten. Eine längerfristige Anwen-
dung von iCR zur Vorbeugung von menopausalen Beschwerden scheint also gemäß aller
bisher gewonnenen Erkenntnisse sowohl im Rahmen dieser Arbeit als auch von anderen Ar-
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beitsgruppen aufgrund der fehlenden östrogenen Wirkung bzw. einer leicht antiöstrogenen
Wirkung keine negativen Auswirkungen auf den Uterus in Form einer proliferativen Ver-
änderung des Endometriums oder einer Erhöhung des Risikos für endometriale Karzinome
zu haben.
Wirkung von iCR auf das Gefäßsystem
Auch im hier durchgeführten Proliferationstest mit HUVECs zeigte iCR keine proliferati-
onsfördernde Wirkung, die eine östrogene Aktivität hätte vermuten lassen können (siehe
Abb. 3.2, S. 53). Weiterhin hemmt iCR die proliferationsfördernde Wirkung von E2 teil-
weise, was wiederum eine leicht antiöstrogene Wirkung von iCR nahelegt. Die Ergebnisse
des Diﬀerenzierungstests (Abb. 3.6, S. 57) hingegen lassen eine diﬀerenzierungsfördern-
de, der Wirkung von E2 gleich gerichtete, Wirkung des auf 1 µg/ml verdünnten iCR
vermuten. Die um den Faktor 10 höhere iCR-Konzentrationführt führt jedoch zu einer
geringeren Ausbildung netzförmiger Röhrenstrukturen der HUVECs auf Matrigel, als es
in der Negativkontrolle der Fall ist. Da auch die gleichzeitige Behandlung mit E2 und iCR
zu einer geringer ausgeprägten Diﬀerenzierung als dies bei den nur mit E2 behandelten
Zellen der Fall ist führt, könnte dies entweder auf eine antiöstrogene Wirkung des iCR
zurückzuführen sein, wie sie ja auch in anderen Tests beobachtet wurden (100), oder aber
erste Hinweise toxischer Eﬀekte des iCR darstellen, die bei 10−3-facher Konzentration zum
Zelltod der HUVECs führen (Daten nicht gezeigt).
Auch bezüglich der Genexpression in der Vena cava konnte praktisch kein Eﬀekt von iCR
gemessen werden. Zwar ﬁndet eine leichte Hochregulation der Expression von C3 statt, da
dieses Gen aber in der Vena cava nicht E2-reguliert ist, wie auch die hier durchgeführten
Messungen zeigen, kann nicht von einem östrogenen Eﬀekt von iCR ausgegangen werden.
Weiterhin ist die nur 1,5-fache Änderung der C3-Expression sehr gering (im Uterus bewirkt
E2 eine mehr als 100-fache Stimulation der C3-Expression), sodaß dem Meßwert wohl keine
größere Bedeutung eingeräumt werden muß.
Auf die Expression aller in der Leber untersuchten Gene hat iCR keine nennenswerte
Wirkung. Zumindest über die Steuerung der Expression von ApoA1 und Cyp7A1 scheint
iCR also keinen Eﬀekt auf den Lipidspiegel im Blut zu haben. Dabei muß jedoch beachtet
werden, daß bisher noch keine Daten zur kurzzeitigen Wirkung auf die Expression dieser
Gene in der Leber vorliegen.
Zwar wurde nur die Langzeitwirkung von iCR auf die Genexpression im Gefäßsystem
untersucht und die in der Aorta gewonnenen Daten erscheinen aufgrund der für die Posi-
tivkontrolle ermittelten Werte eher unzuverlässig (Abb. 3.17, S. 78 und Abb. 3.18, S. 79),
trotzdem wird deutlich, daß iCR bezüglich der Expression E2-regulierter Gene keinen re-
levanten Einﬂuß auf das Gefäßsystem zu haben scheint. Die im Gegensatz zu E2 ebenfalls
nicht vorhandene proliferationsfördernde Wirkung von iCR auf HUVECs deutet ebenfalls
daraufhin, daß iCR zwar keine kardioprotektive Wirkung zu besitzen scheint, aber wohl
auch nicht mit schwerwiegenden Nebenwirkungenzu rechnen ist, zumal auch die langjäh-
rige Anwendung bei postmenopausalen Frauen bisher keine Anhaltspunkte dafür bot.
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4.2.6 Schlußfolgerungen und Ausblick
Ein ideales Phyto-SERM, das prinzipiell in der HRT anwendbar ist, muß die oben genann-
ten Anforderungen erfüllen: antagonistische hormonelle Wirkung oder gar kein Eﬀekt auf
Uterus und Mamma, sowie eine eﬀektive agonistische Wirkung in Bezug auf akute und
langfristige negative Folgen der Menopause (87). Die vorliegenden Untersuchungen sollten
einen Beitrag dazu leisten, Testsubstanzen, die im Arznei- und Nahrungsergänzungsbe-
reich zur Anwendung kommen, im Hinblick auf diese Anforderungen zu validieren, wobei
sich die Untersuchungen in dieser Arbeit auf die Zielorgane Gebärmutter und Gefäßsystem
konzentrierte.
iCR kommt einerseits dieser Vorstellung eines idealen Phyto-SERMs recht nahe. Weder
in der langjährigen Anwendung zur Behandlung perimenopausaler Beschwerden noch im
Rahmen dieser Untersuchnungen konnten potentiell adverse Wirkungen auf den Uterus
festgestellt werden. Andererseits ist der genaue Wirkmechanismus auf die Zielprozesse
bisher nicht geklärt. Es scheint immer plausibler, daß die wohl vorhandenen Wirkungen,
die zu einer allgemeinen Verbesserung des Wohlbeﬁndens betroﬀener Frauen führen, in
Gänze nicht über das östrogene System vermittelt werden.
Bei 8PN scheint es sich unter Berücksichtigung aller im Rahmen dieser Arbeit gewonne-
nen Ergebnisse, als auch weiterer Untersuchungen unserer sowie anderer Arbeitsgruppen,
um eine rein östrogen wirkende Substanz zu handeln. Weiterhin konnte die für Phytoöstro-
gene ungewöhnlich starke östrogene Wirkung sowohl auf den Uterus als auch auf das Ge-
fäßsystem bestätigt werden. Generell stimmt nicht nur die Richtung, sondern auch der
zeitliche Verlauf der Regulation der Genexpression E2-regulierter Gene sowohl im Uterus,
wie auch in der Vena cava weitestgehend mit dem nach Behandlung mit E2 beobachteten
Verlauf überein. Unter Berücksichtigung aller bislang gewonnenen Daten ist 8PN zwar
als besonders stark wirkendes, wahrscheinlich ERα-selektives Phytoöstrogen von hohem
Interesse, bei einem Einsatz für die postmenopausale Hormonersatztherapie sind aber aus
meiner Sicht und nach derzeitigem Wissensstand keine Vorteile gegenüber dem Einsatz
von E2, bzw. Ethinylöstradiol zu erkennen.
Dagegen machen die im Uterus sowie in der Vena cava gewonnenen Ergebnisse 6DMAN
zu einem sehr interessanten Kandidaten-Molekül für die HRT. Genau wie 8PN scheint
6DMAN zwar eine E2-agonistische Wirkung auf die Expression einiger Gene im Uterus
zu besitzen, eine uterotrophe Wirkung konnte jedoch ebensowenig festgestellt werden,
wie eine erhöhte Expression der Uterotrophie-assoziierten Gene KI67 und PCNA oder
von VEGF oder VEGFR2, deren Expression bei der Vaskularisierung des Uterusepithels
hochreguliert wird.
Das Gefäßsystem ist durch den während der Menopause abfallenden Östrogenspiegel
besonders betroﬀen, da E2 eine protektive Wirkung auf das Gefäßsystem besitzt (siehe
Abschnitt 1.8 auf Seite 13). Andererseits weist E2 eine angiogene Wirkung auf, die zur
Vaskularisierung von Tumoren beiträgt (siehe gleicher Abschnitt).
Die mit 6DMAN durchgeführten Versuche legen nahe, daß auch diese Substanz eine
östrogene Wirkung bezüglich der Expression einiger funktionell wichtiger Gene im Gefäß-
system besitzt. Es könnte daher protektiv auf die Gefäße wirken. Weiterhin konnte keine
angiogene Wirkung von 6DMAN gezeigt werden. Der HUVEC-basierte Proliferationstest
war ebenso negativ, wie die Expression der Proliferations- und Angiogenese-assoziierten
Gene PCNA, KI67, VEGF und VEGFR2. Dies ist vor allem im Hinblick auf die Sicherheit
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bezüglich der Förderung des Tumorwachstums bedeutsam, bei dem die Vaskularisierung
ein wichtiger Teilaspekt ist. Demgegenüber zeigte E2 eine proliferationsfördernde Wirkung
auf HUVECs und eine kurzzeitig verstärkte VEGFR2-Expression in der Vena cava und
die bereits angesprochene Hochregulation der Expression von VEGF und VEGFR2 in den
Gefäßen des Uterus, welche nach 6DMAN-Behandlung ebenfalls nicht beobachtet werden
konnte.
Hier scheint 6DMAN also einen deutlichen Vorteil gegenüber E2 zu besitzen. Die even-
tuell vorhandene leicht diﬀerenzierungssfördernde Wirkung von 6DMAN auf venöse Endo-
thelzellen machen jedoch weitere Untersuchungen bezüglich der Wirkung und Sicherheit
von 6DMAN notwendig.
Die meisten Erkenntnisse über die östrogene Wirkung von 7OPN wurden im Rahmen
dieser Arbeit gewonnen. Sie zeigen, daß auch dieses Molekül an den ERα bindet und dort
eine, abhängig von der eingesetzten Konzentration, E2-agonistische oder -antagonistische
Wirkung verursacht. Die Wirkung in vivo ist oﬀenbar stark abhängig vom untersuchten
Endpunkt. Es zeichnet sich aber ab, daß auch diese Substanz nicht uterotroph ist, was sie
ebenfalls zu einem interessanten Kandidaten für die HRT macht. Weitere Untersuchungen
zur Charakterisierung der SERM-Eigenschaften erscheinen auch hier sinnvoll.
Die Ergebnisse verdeutlichen auch die Variabilität der ER-vermittelten Antworten, die
durch die verschiedenen z.T. sehr ähnlichen Liganden ausgelöst werden. Die Naringenine
sind ein herausragendes Beispiel für die Abhängigkeit der Wirkung auf das östrogene Sy-
stem von Veränderungen der funktionellen Gruppen bei gleichem Grundgerüst. So stellt
das Naringenin selber eine kaum östrogen wirkende Substanz dar. Durch die Prenylierung
in Position 8 dagegen erhält man das stärkste bisher bekannte Phytoöstrogen überhaupt.
Scheinbar bewirkt die Umlagerung dieser Gruppe an andere Positionen wiederum den
vollständigen Verlust der Östrogenität (111). Die Addition einer Dimethylallylgruppe in
Position 6 hingegen führt, wie in dieser Arbeit gezeigt, zu einer Verbindung, die man als
Phyto-SERM bezeichnen kann. Auch die 7-Prenyloxy-Gruppe scheint zu wiederum an-
deren Wirkungen auf das östrogene System zu führen. Dieses breite Wirkspektrum der
Naringenine in Bezug auf Östrogenrezeptor-vermittelte Signalwege und die Möglichkeit
der chemischen Synthese von Naringeninderivaten, lassen es als sinnvoll erscheinen, die
bereits bekannten Vertreter dieser Substanzklasse sowie auch weitere Naringenine weiter
auf ihre Wirkung auf das Hormonsystem zu untersuchen und die genauen Wirkmechanis-
men aufzudecken.
Diese Arbeit hat dafür einige Ansatzpunkte geliefert. Interessant erscheinen mir z.B.
die für die Wirkung von iCR auf das Gefäßsystem in der Leber gewonnenen Daten. Diese
Untersuchungen sollten unbedingt auf die Naringenine ausgeweitet werden, da der Lipid-
metabolismus eine weitere wichtige Komponente für die Aufrechterhaltung der Gefäßfunk-
tionen darstellt. Zusätzlich zu den bereits etablierten Quantiﬁzierungen der Expression von
ApoA1 und Cyp7A1 bietet sich hier außerdem die Untersuchung des Expressionsmusters
des LDL-Rezeptors an, der ebenfalls E2-abhängig exprimiert wird und ein entscheidender
Faktor bei der Regulation des Blutspiegels von Cholesterin ist(66).
Auch die vielfältigen Interaktionen zwischen ER und AhR-Sytem werfen im Zusam-
menhang mit den in dieser Arbeit vorgestellten Genexpressions-Daten des AhR und AhR-
regulierter Gene weitere interessante Fragen, nicht nur zur Wirkung der Naringenine son-
dern auch zu Grundsätzlichen Wirkungen von Östrogenen auf AhR-regulierte Gene auf.
Hier sticht insbesondere die starke Stimulation der Expression von GSTA2 im Uterus nach
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Behandlung mit E2 und 8PN ins Auge (Abb. 3.11, S. 66).
Die Tatsache, daß 6DMAN SERM-Eigenschaften zeigt und insbesondere die Beobach-
tung, daß vor allem Gene, welche ein ERE besitzen, im Uterus der Ratten durch 6DMAN
in ihrer Expression reguliert werden, andere E2-regulierte Gene jedoch in ihrer Expression
durch 6DMAN nicht beeinﬂußt werden, läßt es weiterhin interessant erscheinen, Unter-
suchungen zum Wirkmechanismus der Naringenine durchzuführen. Insbesondere RNA-
Interference und Chromatin-Immunopräzipitation erscheinen mir hier als geeignete Me-
thoden zur Identiﬁzierung der beteiligten Faktoren.
Wichtig für die genauere Einschätzung der Wirksamkeit von Phyto-SERMs ist jedoch
neben den Untersuchungen an Uterus und Gefäßsystem auch die Aufklärung der Wirkung
auf weitere Zielorgane, wie den Knochen und das zentrale Nervensystem, da der Verlust
von Knochenmasse, sowie Depressionen und Hitzewallungen zu den typischen Begleiter-
scheinungen der Menopause zählen.
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